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L Voorbericht.

In 1920 hebben vrienden en vereerders van wijlen Prof. Dr. M. W. Beije-
rinck zich vereenigd, teneinde den scheidenden hoogleeraar, ter gelegenheid van
zijn 70sten verjaardag op 16 Maart 1921, te huldigen voor zijne zoo belangrijke weten-
schappelijke werkzaamheid. Zij meenden dit niet beter te kunnen doen dan door het
tot stand brengen van een nieuwe uitgave zijner tot dien tijd verschenen wetenschap-
pelijke geschriften. Mede dank zij de medewerking der Nederlandsche Regeering kon
dit denkbeeld worden verwezenlijkt; in de jaren 1921 en 1922 verschenen de ,,Verza-
melde Geschriften’’ in vijf deelen.

Nadat de groote geleerde op 1 Januari 1931 was heengegaan, ontstond uiteraard
de behoefte deze uitgave te completeeren door in een zesde deel die geschriften te ver-
zamelen, welke Beijerinck nog na zijn aftreden als hoogleeraar had doen ver-
schijnen. .

Het was verder gebleken, dat de groote omvang van Beijerinck’s oeuvre
en de sterke verspreiding van diens verhandelingen over zeer uiteenloopende tijd-
schriften er toe hadden geleid, dat een aantal v66r 1920 verschenen publicaties niet in
de eerdergenoemde vijf deelen waren opgenomen. Het was derhalve gewenscht ook
deze publicaties alsnog te doen herdrukken.

Voorts werd beseft, dat de waarde van de uitgave in haar geheel in belangrijke
mate zou kunnen worden verhoogd door aan het laatste deel uitgebreide registers over
alle zes deelen der ,,Verzamelde Geschriften” toe te voegen. Hierdoor toch zou de ge-

,bruiker der uitgave in de gelegenheid worden gesteld zich snel te oriénteeren aangaan-
de de plaatsen, waarop Beijerinck zich over bepaalde vraagstukken had geuit.

Toen in 1934 de drie onderteekenaren van dit voorbericht zich terzake nader
beraadden, rees spontaan het verlangen aan het ontworpen laatste deel der , Verza-
melde Geschriften”” een min of meer uitvoerige en passend gedocumenteerde levens-
beschrijving van den merkwaardigen geleerde, aan wiens pen zoo menig geschrift van
groote wetenschappelijke waarde was ontvloeid, toe te voegen. Hiernaast zou dan een
critische appreciatie van de wetenschappelijke werkzaamheid van Beijerinck
er toe kunnen bijdragen de waardeering voor diens persoon en diens werk ook in de
toekomst in de kringen der beoefenaren der biologie te doen voortleven.

Dat het thans inderdaad mogelijk is gebleken het hierboven geschetste program-
ma in beginsel uit te voeren, is véér alles te danken aan den grooten steun, welken
ondergeteekenden hierbij van verschillende zijden hebben ondervonden.

De destijds eenig overlevende zuster van den geleerde, Mejuffrouw H. W.
Beijerinck te Gorssel, zegde onmiddellijk haar geestelijke, zoowel als haar ma-
terieele medewerking toe en zij heeft beide ook in ruime mate geschonken. Wat de
eerste betreft, moge worden gewezen op de belangrijke bijdragen, welke zij heeft



geleverd voor de bewerking van het eerste deel der biographie: , Beijerinck, the Man”.
Maar hiernaast heeft zij den financieelen grondslag der uitgave helpen verzekeren,
door daarvoor bjj testamentaire beschikking een belangrijk bedrag toe te zeggen.

Ondergeteekenden willen niet nalaten hier uit te spreken, dat zij het in hooge mate
betreuren, dat Mejuffrouw Beijerinck het verschijnen van dit deel niet meer
heeft mogen beleven; deze energieke en sympathieke vrouw, wier leven zoo zeer met
dat van haar geliefden broeder was samengeweven, overleed op 26 December 1937,
op negentigjarigen leeftijd.

Van niet minder belang voor het welslagen der ondernomen pogingen is het
warme onthaal, dat deze vonden bij den jarenlangen vriend van Beijerinck,
Dr. F. G. Waller. De groote bereidwilligheid, waarmede deze vooraanstaande in-.
dustrieel zich beréid verklaarde voor het beoogde doel een financieele garantie te
geven, is in een critieke phase der voorbereiding van doorslaggevende beteekenis ge-
weest. Zijn nagedachtenis zal mede hierom bij ondergeteekenden in hooge eere blijven.

Dat uiteindelijk inderdaad tot de uitgave kon worden besloten, is evenwel groo-
tendeels te danken aan het Delftsch Hoogeschoolfonds. Zijn roeping indachtig, be-
sloot genoemd fonds een aanzienlijk bedrag beschikbaar te stellen teneinde een uitga-
ve mogelijk te maken, welke beoogde een helder licht te doen vallen op de uitnemende
verdiensten van één der meest vermaarde docenten der Technische Hoogeschool. On-
dergeteckenden zijn de toenmalige en huidige bestuurderen van het fonds in hooge
mate erkentelijk voor het ruime standpunt, dat zij ook in deze aangelegenheid weder-

om hebben ingenomen.

Het zou onjuist zijn, dit voorbericht af te sluiten zonder hier met groote waardeo-
ring en dankbaarheid gewag te maken van de toegewijde en voortreffelijke wijze,
waarop Mejuffrouw Dr. H. C. Koning zich heeft gekweten van de door haar
aanvaarde taak tot samenstelling der opgenomen registers. De hiervoor vereischte
zorgvuldige analyse der in de zes deelen verzamelde geschriften, beteekende uiteraard
een moeizame en zeer tijdroovende arbeid. Haar aandeel in het werk werd bovendien
nog aanmerkelijk vergroot, doordat Mej. Koning tevens de correctie der druk- .

proeven voor een belangrijk deel heeft verzorgd.

Tenslotte moge hier nog worden vermeld, dat in overleg met de firma
Martinus Nijhoff te’s-Gravenhage, die voor een keurigen vorm dezer uitgave
zorg droeg, werd besloten het biographisch gedeelte van deze publicatie ook afzon-
derlijk in den handel te brengen.

‘Delft, October 1940. . G. vAN ITERSON Jr.
L. E. pEN DOOREN DE JONG
A. J. KIUYVER.
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Azotobacter chroococcum als indikator van de
vruchtbaarheid van den grond.

Verslagen Kon. Akademie van Wetenschappen, Wis- en Natuurk. Afd., Amsterdam, Deel
XXX, 1921, blz. 431—438.

I n den grond worden twee groepen van bakterién gevonden in staat om de vrije at-

mosferische stikstof te binden, n.l. anaérobe butyl- en boterzuurfermenten, be-
hoorende tot het natuurlijke geslacht Granulobacter (Amylobacter), waarvan het ge-
noemde vermogen door Winogradsky ontdekt is, die daarvan een stam iso-
leerde en onder den naam Clostridium pasteurianum beschreef, en verder het door
mij ontdekte aérobe geslacht Azotobacter, waarvan de meest algemeene, in alle wereld-
deelen voorkomende soort is Az. chrodcoccum.

De eenvoudigste proef om de twee groepen aan te toonen, indien zij beide of
een van beide in den grond aanwezig zijn, is de volgende. Men brengt in een ruime
Erlenmeyer-kolf een vloeistoflaag van c.a. 2 cm dikte, vrij van stikstofver-
bindingen en overigens van de samenstelling: 100 water uit de waterleiding, 2 man-
niet en 0,05 bikaliumfosfaat, men infekteert met enkele grammen grond, ontdaan van
alle grovere deelen en kultiveert bij vrije luchttoetreding gedurende eenige dagen bij
20 a 30° C. Azotobacter ontwikkelt zich, als de vloeistof niet geschud wordt tot een
dikke, drijvende eerst witte later bruine huid, die alle zuurstof uit de vloeistof weg-
neemt. Dientengevolge wordt onder die huid de ontwikkeling der anaéroben mogelijk
en men ziet waterstof en koolzuur ontstaan, gevormd door de stikstofbindende boter-
zuur- en butylalkoholfermenten van den grond.

Ontbreekt Azotobacter, dan kunnen bij het gebruik van niet te weinig grond en
een vloeistoflaag van 2 cm dik of meer, de gewone aérobe, geen vrije stikstof bindende
bakterién toch genoeg zuurstof uit de vloeistof absorbeeren om den groei der anaéro-
ben mogelijk te maken.

In het mikroskopische beeld heeft Azotobacter de gedaante van dikke staafjes,
later van tot sarcineachtige klompen vereenigde groote mikrokokken, steeds zonder
sporen. Zij worden door jodium geel-bruin gekleurd. De butyl- en boterzuurbakterién
bestaan uit al of niet bewegende peritriche clostridién, welke zich met jodium geheel
of ten deele blauw kleuren, en ten slotte sporen voortbrengen. In de genoemde kul-
tuurvloeistof kan de manniet, waaruit zeer weinig zuur ontstaat, vervangen worden
door suikers, maar dan moet krijt worden toegevoegd om het door de boterzuurfer-
menten en door andere bakterién gevormde zuur te neutraliseeren.

In de gemengde kulturen, welke aktiever zijn dan die van Azotobacter of Gra-
nulobacter alleen, worden per gram verbruikte suiker 3—15 milligrammen vrije stik-
stof gebonden, welke teruggevonden wordt in het lichaamseiwit der werkzame bak-

T



terién. Dit groote verschil in het rendement staat onder den invloed van nog niet
goed bekende oorzaken, waarvan ééne zeker gezocht moet worden in het gehalte
aan opgelost colloidaal kiezelzuur, dat vooral op den groei van Azofobacter gunstig
werkt en waarvoor ook kalk onmisbaar is.

Azotobacter chrodcoccum heeft een sterk oxydeerend vermogen ten opzichte
van allerlei stikstofvrije organische stoffen, welke dan ook tot groei en vermeerdering
aanleiding geven. Zoo worden geassimileerd : glukose, laevulose, galactose, saccharose,
maltose, melibiose, en raffinose, manniet en alkohol, en verder calciummalaat, suc-
cinaat, chinaat en lactaat gemakkelijk, citraat en acetaat moeilijker, glycerine
zeer moeilijk. Niet geassimileerd worden: cellulose, mannose, arabinose, laktose 1),
xylose, rhamnose, erythriet, dulciet, querciet, sorbiet en calciumtartraat, formiaat en
oxalaat 2). Ook zetmeel en vetten worden niet aangetast 3). In vruchtbaren grond is
zeker eenig acetaat voorhanden, maar hoe Azotobacter zich in de natuur voedt is nog
onduidelijk. Kleine hoeveelheden gebonden stikstof kunnen geassimileerd worden
in de reinkulturen. Bij krachtige koolstofvoeding kan bij voldoende verdunning sal-
peter gereduceerd worden tot de ammoniakfase. Hoeveelheden van meer dan om-
streeks 0.19%, gebonden stikstof in het voedsel maken echter den groei van Az.
chrodcoccum bij vrije concurrentie geheel onmogelijk.

De eenvoudigste wijze om het aantal kiemen van Azofobacter chrodcoccum per
cm3 grond vast te stellen is de plaatmethode, als volgt uitgevoerd. Aan een 29 glu-
kose- of rietsuiker-oplossing in gewoon water worden toegevoegd 29, agar, 1 & 29,
krijt en 0.05% bikaliumfosfaat; andere stikstofverbindingen dan de geringe hoeveel-
heid van de agar zijn hierin niet aanwezig. Toevoeging van 19, calciummalaat kan
dezen bodem nog iets verbeteren. Deze agar wordt in een glasdoos uitgegoten, zoodat
men een porcelein-witte plaat verkrijgt van c.a. 5 mm dik en 20 cm middellijn. Van het
te onderzoeken grondmonster wordt een afgemeten hoeveelheid in een bekend volume
water krachtig opgeschud, zoodat de kiemen zooveel mogelijk van de aarddeeltjes los-
raken. Nadat de allergrofste stukjes bezonken of voorzoover zij drijven verwijderd
zijn, wordt van dit water, bijv. 1/, cm3, te zamen met de da{arin zwevende deeltjes op
de oppervlakte van de agarplaat gebracht en daarover met een platinadraad gelijk-
matig uitgespreid, zoo noodig onder toevoeging van een weinig steriel water. Vreest
men dat de plaat het opgebrachte water niet geheel zal kunnen opzuigen en dus tijdens
de kultuur nat zou blijven, dan verdampt men vooraf een weinig door zachte ver-
warming 4). - ]

Men eindigt met een glimmende agar-oppervlakte, bedekt met de kiemen en de
vele aarddeeltjes. Dan volgt kultuur in broedstoof of warm vertrek bij 20° 4 30° C.

Zijn in het grondmonster geen Azotobacter-kiemen aanwezig, dan bedekt de plaat

zich na eenige dagen met een laagje van kleine bakterién-kolonién, die er een vochtig

1) Sommige variéteiten van'Az. chrodcoccum kunnen ook laktose assimileeren.

?) De eenige tot nu toe gevonden bakterie, die oxalaten langzaam oxydeert, is een
variéteit van Bacterium fluorescens non liquefaciens.

3) Diastase en lipase worden door A4zotobacter niet gevormd. Evenmin, zooals trouwens
te verwachten was trypsine. Wel invertase.

4) Bij sterke verwarming kunnen door thermodiffusie, die van warm naar koud gericht
is, stoffen aan het oppervlak komen, die veel water aantrekken, niet terug diffundeeren en de
oppervlakte van de agar blijvend bevochtigen.
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uiterlijk aan geven en waartusschen meestal iets grootere slijmige kolonién van be-
paalde variéteiten van Baclerium coli en B. radiobacter (alsmede enkele schimmels en
gistsoorten) gelegen zijn, die echter niet langer voortgroeien dan de geringe voorraad
gebonden stikstof van de agarplaat toelaat. De reden waarom de laatstgenoemde bak-
terién grootere kolonién voortbrengen dan de overige soorten, is gelegen in de om-

_standigheid, dat zij een bijzonder sterk vermogen hebben om stikstof-vrije wandstof,
waarschijnlijk een modificatie van cellulose, af te scheiden, hetgeen de meeste andere
soorten, bijv. de gewone fluoresceerende bakterién, onder deze omstandigheden niet
doen. Deze stof trekt veel water tot zich, hetgeen dan door sterke opzwelling en slijm-
vorming zichtbaar wordt.

Zijn in het grondmonster wel kiemen van Azofobacter aanwezig dan wordt na een
kultuurtijd van 5 en meerdere dagen, het beeld der plaat van een geheel anderen aard.
Deze kiemen kunnen n.l. daar zij van de atmosferische stikstof leven, nog voort-
groeien als de geringe hoeveelheid gebonden stikstof van de agar reeds is opgebruikt,
want de toegevoegde 2%, suiker als koolstofbron en de noodzakelijke aschbestand-
deelen zijn in de beschreven omstandigheden ten opzichte van de gebonden stikstof
in overmaat aanwezig. Het gevolg is nu, dat er op de plaat een aantal reuzen-kolonién
ontstaan, die onmiddellijk als Azofobacter herkenbaar zijn door hun grootte, welke al
naar die omstandigheden zelfs 1 & 2 cm middellijn kan worden. Mikroskopisch bestaan
zij eerst uit dikke staafjes later uit mikrokokken, die tot sarcineachtige klompen ver-
eenigd zijn, dus juist als boven voor de vloeistofkultuur aangegeven. Intusschen zijn
deze kolonién na tien of meer dagen van tweeérlei aard, n.l. donkerbruine en kleur-
looze. De laatste kunnen of kleurloos blijven, of, indien de plaat nog suiker genoeg
bevat, bijv. doordat deze er later opgestrooid is, eveneens donkerbruin worden. De
oorzaak van dit kleurverschil kan dus berusten op modifikatie, maar ook op het
aanwezig zijn van twee variéteiten van Az. chrodcoccum, waarvan de eene wel de
andere niet bruin kan worden. Deze beide variéteiten, die dus reeds in den grond aan-
wezig zijn, kunnen in de kulturen ook uit elkander ontstaan door een mutatieproces.
Het gemakkelijkst is dit waar te nemen wat betreft het ontstaan van de kleurlooze
vorm uit de bruine, datin verouderde, vaak overgeénte kulturen niet zelden voorkomt.

Ent men van zulk kleurloos geworden materiaal over, dan blijkt dit het kenmerk
bruin erfelijk verloren te hebben en tevens blijkt de groeikracht geringer te zijn dan
die van de bruine stammen. Het is mogelijk, dat ook de in den grond aanwezige kleur-
looze vormen op een dergelijke wijze uit bruine ontstaan zijn. Wat betreft het bruin
worden als gevolg van modificatie moet opgemerkt worden, dat alle kolonién, ook
diegene, die later bruin worden, aanvankelijk kleurloos zijn en dat de bruinkleuring
samengaat met en waarschijnlijk het gevolg is van een toenemende alkaliteit van den
kultuurbodem. De aanwezigheid van krijt werkt daarbij bijzonder gunstig maar ook
strontium-, barium- en magnesiumcarbonaat en zelfs natrium-carbonaat, kunnen de
bruinkleuring sterk bevorderen, indien maar zorg gedragen wordt, dat daar naast
steeds kleine hoeveelheden van een kalkzout aanwezig zijn. Ontbreken de kalkzouten
geheel, dan is de groei van Azotobacter uitgesloten. Op laatstgenoemde omstandigheid
zal ik beneden nog terugkomen. De bruine kleurstof is in de cellulose-achtige wand-
stof, het cellulan 1), der Azofobacter-cellen opgehoopt, kan daaraan ten deele door sterke

1) Cellulan wordt door zwavelzuur en jodium niet blauw gekleurd, ook niet na voor-
afgaande behandeling met kali.



kali onttrokken worden, en moet wellicht tot de humus-verbindingen gerekend wor-
den. Bij het gebruik van rietsuiker vormt A4 zotobacter, behalve cellulan, ook laevulan,
dat gedeeltelijk in den wand, gedeeltelijk daarbuiten wordt afgezet en waarbij het
synthetisch werkende enzym visco-saccharase aktief is. Uit andere suikers dan riet-
suiker (en raffinose) ontstaat nooit laevulan.

Het hoofdresultaat van het voorgaande is, dat bij de beschreven proef, het aantal
Azotobacter-kolonién, ook wanneer zij nog niet bruin gekleurd zijn, of zich in het ge-
heel niet zullen kleuren, gemakkelijk geteld kan worden, en daarmede dus het aantal
kiemen dezer soort per cm3 grond kan worden bepaald. Nadat dit met grondmonsters
van verschillende afkomst was gedaan bleek, dat het aantal kiemen een goede maat
is voor de beoordeeling van de vruchtbaarheid: hoe meer Azotobacter per cm? des te
vruchtbaarder de betrokken grondsoort. In stalmest zelf wordt Azotobacter echter
niet gevonden, hetgeen te verwachten was op grond van het betrekkelijk hooge ge-
halte aan ammoniumzouten, te hoog om, bij de vrije concurrentie met de andere
bakterién, den groei van Azotobacter mogelijk te maken.

In den grond van den tuin bij het Laboratorium te Delft werden gedurende ver-
scheidene jaren, zoowel in den winter als in den zomer tusschen 100 en 200 4 z.-kiemen
per 1 cm3 gevonden en daar waar de grond eenige jaren vroeger sterk gemest was met
stalmest zelfs ruim 300. De onderzochte grond was afkomstig van uitgebaggerde mod-
der uit het kanaal en bij den tuinaanleg gekalkt. Omstreeks evenveel Az.-kiemen wer-
den gevonden in rijke weilanden bij Delft en in kleigrond aldaar. Omeljanski
vond in het beroemde tschjernosom van de Ukraiene ook veel 4z. maar geeft geen
tellingen op.

Zandige humusrijke duingrond, ontleend aan begraasde plaatsen in de duinen
te ’s Gravesande en te Scheveningen was Azofobacter-vrij. Daarentegen werden 50 a
100 kiemen per 1 cm? zandgrond gevonden, wanneer deze afkomstig was van de met
stalmest gemeste aardappel- of bollenvelden uit genoemde alsmede uit de Haarlemsche
duinen achter Bloemendaal.

In boschgrond, Hei- en veengrond en in de roggevelden op zandgrond te Gorssel
werd geen Azotobacter chroococcum gevonden, evenmin wanneer de bepaling gedaan
werd door de plaatmethode als bij uitzaaiing van grootere hoeveelheden grond in de
kultuurvloeistof boven beschreven 1).

Hetzelfde resultaat is verkregen met bladgrond te Gorssel, bestaande uit vergane
bladeren van loofboomen of dennenaalden gemengd met zand en allerlei onkruid. In
dit resultaat bracht de toevoeging van gebluschte kalk geen verandering, zoodat de
voor de hand liggende onderstelling, dat kalkarmoede de oorzaak van de afwezigheid
van Azotobacter in de genoemde gronden zou kunnen zijn, niet houdbaar is. Ook de
toevallige afwezigheid van Azotobacter kon hier niet in het spel zijn, want er was zorg
gedragen voor een behoorlijke infektie met grond rijk aan Azotobacter uit de nabijheid
van den IJssel. Toevoeging aan de bladhoopen van thomasslakkenmeel, patentkali

1) Er is echter nog een andere zeer kennelijke kleinere Azofobactersoort, welke ik Az.
spivillum noem, omdat de cellen uit korte, dikke, korrelige, sterk lichtbrekende bewegelijke
spirillen bestaan. Deze soort komt in vruchtbare en onvruchtbare gronden voor en hoopt
zich alleen op bij afwezigheid van gebonden stikstof in het voedsel, groeit echter in reinkul-
tuur goed op bouillonagar, dat Az. chroécoccum niet doet. Stikstofbinding kon daarmede nog
niet worden aangetoond.



en gebluschte kalk deed Azofobacter weder verschijnen, maar in getallen geringer dan
50 per cm? bladgrond.

Daar de meeste dezer bepalingen te Gorssel gedaan zijn gedurende den zeer dro-
gen zomer van 1921, zou het resultaat bij meerdere vochtigheid misschien nog kunnen
veranderen. Maar ik verwacht dit niet, want in de kolkjes of wielen nabij Gorssel, bij
vroegere doorbraken van den IJssel in zandige boschgrond gevormd, was A zofobacter
in den herfst van 1921 ook geheel afwezig, zoowel in het water als in de modder van
het midden en van de kanten.

Daarentegen bevatte de IJsselklei, van de tamelijk vruchtbare niterwaarden uit
de nabijheid, in November 1921 omstreeks 100 Azofobacter per 1 cm3.

Naast de tellingen met behulp van de plaatmethode heb ik ook steeds parallel-
proeven gedaan met vloeistofkulturen als boven beschreven, dat is dus in hetzelfde
voedsel, dat voor de agar-platen was gebruikt maar met weglating van de agar. Of-.
schoon hierbij gemakkelijk ook grootere hoeveelheden grond kunnen gebruikt worden
heb ik niet meer dan c.a. 5 g per 200 cms vloeistof tegelijk onderzocht, om zeker te
zijn, dat de met den grond aangevoerde gebonden stikstof niet storend zou kunnen
werken.

Daar het gebleken was, dat de aanwezigheid van Azotobacter wel is waar niet
noodzakelijk maar toch in hooge mate bevorderlijk is voor de ontwikkeling der anaé-
robe stikstofbinders in de vloeistofkulturen, heb ik bij het onderzoek der onvruchtbare
gronden, waarin Azotobacter ontbreekt, zoowel kulturen gemaakt zonder als met
kunstmatig daaraan toegevoegde stammen van Azotobacter.

Hierbij is gebleken, dat alle onderzochte gronden, vruchtbare zoowel als onvrucht-
bare, onverschillig of zij uit den tuin te Delft, uit de duinen of uit de Gorsselsche bos-
schen of roggevelden afkomstig waren, steeds rijk zijn aan de anaérobe stikstofbin-
dende kiemen van de boterzuur- en de butylfermenten, dus aan het geslacht Granulo-
bacter, waartoe Clostridium pastorianum van Winogradsky behoort. Deze
kiemen zijn dus veel algemeener verspreid dan Azofobacter chrodcoccum en zij geven vol-
strekt geen maat voor de vruchtbaarheid van den grond. Hun algemeenheid kan in
verband staan met hun rijkdom aan exoenzymen, waaronder diastase, pektinase en
trypsine; zij kunnen zelfs leven en gisten van de substantie van Azofobacter. Daar
zij zeer resistente sporen voortbrengen, ontwikkelen zij zich ook in gepasteuriseerde
of gedurende korten tijd gekookte kulturen. Vooral in dit geval is voor hun aantoo-
ning infektie met reinkultuur van Azofobacter na het koken en afkoelen aan te bevelen,
daar de ,kleine bakterién’”’ voor de zuurstofabsorptie noodig, evenals Azofobacier,
door het pasteuriseeren of koken gedood worden.

Ook voor de stikstofbinding door de anaéroben is de aanwezigheid van krijt in de
kultuurvloeistof gunstig, maar blijkbaar berust dit op het neutraliseeren van het uit
de suikers gevormde boterzuur en niet op de noodzakelijkheid van het element cal-
cium voor hun ontwikkeling, zooals bij Azotobacter. Dit blijkt uit de volgende proef.

Ent men de manniethoudende kultuurvloeistof, boven beschreven, zonder toe-
voeging van krijt, met vruchtbaren tuingrond, dan blijkt het kalkgehalte voldoende
om na eenige dagen een vrij flinke Azotobacterhuid te doen ontstaan, waaronder zich
waterstof en koolzuur ontwikkelen door Granulobacter. Indien men echter aan deze

kultuurvloeistof een weinig natriumoxalaat toevoegt, voldoende om al het calcium



als oxalaat te precipiteeren, dan blijkt de groei van Azotobacter onmogelijk te zijn,
terwijl de boterzuurgisting en de clostridiumvorming door Granulobacter daarin nor-
maal verloopen 1), '

Natuurlijk is de proef op deze wijze met manniet genomen, te verkiezen boven
die met glukose of andere suikers, waaruit zuur kan ontstaan, dat ook voor de boter-
zuurfermenten nadeelig is.

De algemeenheid der anaérobe stikstofbinders zelfs in de armste gronden, schijnt
te bewijzen, dat zij niet kunnen beschouwd worden als faktoren, welke de vruchtbaar-
heid sterk verhoogen, maar een juist inzicht in hun weérking zal eerst verkregen wor-
den door vergelijkende proeven, waarbij zij niet en wel tegenwoordig zijn. Het is
mij gebleken dat zulke proeven zeer moeielijk en omslachtig zijn.

Wat Azotobacter betreft is het waarschijnlijk, dat heét voorkomen daarvan niet
alleen de vruchtbaarheid van den grond bewijst, maar ook bijdraagt tot de vermeer-
dering van die vruchtbaarheid.

Het voorafgaande samenvattend blijkt:

Ten eerste, dat alle tot nu toe onderzochte vruchtbare gronden rijk zijn aan Azo-
tobacter, waarvan het aantal kiemen ongeveer parallel gaat met den graad van vrucht-
baarheid. In goeden tuingrond kan dit getal tot 300 per | cm? bedragen. In IJsselklei
te Gorssel werden in November 1921 omstreeks 100, in aardappel- en bollenvelden in
de duinstreken 50 tot 100 Azotobacter kiemen per 1 cm3 gevonden.

Ten tweede, dat de minder vruchtbare gronden, zooals de bemeste en onbemeste
zand-, bosch- en heigronden onder Gorssel in 1921, alsmede de onbemeste duingron-
den, bij proeven in vroegere jaren genomen, geen kiemen van A zotobacter chroécoccum
bevatten.

Ten devde, dat de anaérobe stikstof bindende boterzuur- en butylfermenten in alle
vruchtbare en onvruchtbare, zelfs de schraalste duin- en heigronded voorkomen, in
een nog niet nauwkeurig bekend maar waarschijnlijk veel grooter aantal kiemen per
cm3 grond dan het kiemgetal van A4zofobacter zelfs in de vruchtbaarste gronden; deze
kiemen kunnen inaktieve sporen zijn.

Ten vievde, dat Az. chrodcoccum zich niet kan ontwikkelen zonder kalkzouten in
het voedsel, terwijl Granulobacter geen calcium voor de ontwikkeling vereischt. De
armoede aan kalkzouten is echter niet de hoofdoorzaak voor het ontbreken van

Azotobacter in de onviuchtbare gronden.

1) Daarentegen houdt, volgens een onderzoek van den Heer Ir. L. E. den Dooren
de Jong, een weinig morphine den groei van Granulobacter tegen zonder dien van Azo-
tobacter te verhinderen.



On Bacillus polymyxa’).
By M. W. BEIJERINCK and L. E. DEN DOOREN DE JONG. e

Proceedings of the Section of Sciences, Kon. Akademie van Wetenschappen, Amsterdam,

Vol. XXV, 1922, p. 279—287. — Verscheen onder den titel ,,Over Bacillus polymyxa’’ in

Verslagen Kon. Akademie van Wetenschappen, Wis- en Natuurk. Afd., Amsterdam, Deel
XXXI, 1922, blz. 354—362.

I f the species-conception is taken in a not too limited sense, the closely related,

but not identic forms mentioned in Note 1, may be said to comprise the only
known aérobic spore-forming bacterium-species, which causes fermentation in a sugar-
containing medium. We call it Bacillus polymyxa.

It is rather generally spread in fertile soils; its properties are very characteristic
and give rise to interesting experiments. The production of aceton first observed by
Schardinger, has in the later years drawn attention on this microbe, but the
quantity formed is small and from malt or potatoes it does not amount to 19, of the
weight. But the conditions for its formation are not yet well-known and might per-
haps be greatly improved as to the quantity. Alcohol is also generated and to a some-
what greater amount than aceton. Besides, a little acetic- and formic acid seem to be
produced. Particularly the secretion of the enzyme pectinase and of much slime by the

chief variety is of interest.

Accumulation and occurrence.

Long ago the following experiment for the accumulation of this species was
described 2).

1) The literature of this Bacterium and its nearest relations is to be found under: Clos-
tridium polymyxa Prazmowski, Granulobacter polymyxa Beijerinck, Bacillus
macerans Schardinger and Bacillus asterosporus A. Meyer. — A. Prazmo w-
s ki, Entwickelung und Fermentwirkung einiger Bacterién. Dissert. Leipzig 1880, p. 37. —
Th. Grubér, Identifizierung von Clostridium Polymyxa Prazm o ws ki, Centralbl. f.
Bakteriol. 2te Abt. Bd. 14, 1905, pag. 353. — F. Schardin ger, Bacillus macerans,
Acetonbildender Roftebacillus. Centralbl. f. Bakt. 2te Abt. Bd. 14, 1905, pag. 772. Zur
Biochemie von B. macerans Centralbl. f. Bakt. 2te Abt. Bd. 19, 1907, p. 161. Kristallisierte
Polysaccharide aus Stirke durch Mikrobien. Centralbl. f. Bakter. 2te Abt. Bd. 22, 1909, p. 98
and Bd. 29, 1911, p. 189. — A. Meijer und G. Bredemann, Variation und Stick-
stoffbindung durch Bacillus asterosporus. Centralbl. f. Bakteriol. 2te Abt. Bd. 22, 1909, p. 44.

The name asterosporus is derived from 9 or 10 rims on the exosporium of the oblong spo-
res, which make the transversal section star-like. By abundant feeding, as on wort-gelatin,
many rodlets change into narrow clostridia containing somewhat granulose, colored blue
by jodine; so the species may also.be called Granulobacter polymyxa.

2) M. W. Beijerinck. De butylalcoholgisting en het butylferment. Academy of
Sciences. Amsterdam 1893.
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Coarsely ground rye with some chalk and inoculated with fertile garden soil is
mixed with water in a deep beaker to a thick solid paste, boiled during some seconds
to kill the non-spore-formers and cultivated at 25° to 30° C. As the spores of B. po-
lymyxa soon die at boiling, the heating must last but a short time. After a few days
the surface is covered with a coherent film of B. mesentericus 1) and other closely
related species, while in the depth a butyric-acid fermentation takes place, usually
simultaneously with butylic-alcohol- and polymyxa fermentation.

1t is clear that this accumulation reposes essentially on a temporary anaérobiosis
of B. polymyxa, which can also grow aérobic and so behaves like the alcohol yeast and
the Aérobacter-Coligroup among the bacteria. The rye produces the sugar causing the
fermentation, i.e. the source of energy, which makes the anaérobiosis possible so
long as the ,excitation oxygen’ is still sufficiently present, albeit chemically non-
demonstrable, whereas the want of ,oxidation oxygen”, which is required for aéro-
biosis in much larger quantity as source of energy, is temporarily excluded. P a s-
teur’s statement: ,la fermentation est la vie sans air” is evid-ently applicable to
B. polymyxa.

By sowing out the fermenting matter from the depth on wort-agar, ordinarily
already after few days the polymyxra colonies become visible as lumps of slime, to-
gether with the unavoidable flat spreading colonies of B. mesentericus.

This method can only produce those varieties of B. polymyxa which are able to
resist a relatively high concentration of the food. Another accumulation method by
which also forms adapted to a lower concentration of food are obtained is based on the
aérobiosis of our bacterinm.

After the observation had been made that flasks of boiled wort, not sufficiently
sterilised, were not seldom spoiled at the low temperature of 15° C. by the develop-
ment of B. megatherium and never by B. mesentericus, whose germs were certainly also
present, the question arose: which are the aérobic spore-forming bacteria, which can
develop at temperatures of 15° C. or lower and under favorable feeding conditions?
We knew already that the obtaining of B. megatherium might give an answer to the
question, for example in case the spores of this species were only present with those of
B. mesentericus, but it seemed possible that free competition with the soil bacteria
would exclude B. megatherium and that some other species could appear. The chief
aim of the experiment was to exclude B. mesenlericus, the common hay bacterium,
which produces subsfances very noxious to other species, and this is to be reached
by the low temperature, as the minimum for the growth of this species is at about
20° C. The simultaneous development of B. megatherium is of less importance as it is
innocuous to other kinds. Of course we had to reckon with the butyric-acid and buty-
lic fermentations, which may very well occur at 15° C, but strong aération prevents
them efficiently.

Although we could expect that the one or more species that were to develop
under the chosen conditions would possess a higher temperature optimum than that

used by us, we had not to fear a failure if only we cultivated above their minimum.

1) This film may be colourless, brown, red, and even jet black according to the acciden-
tally present varieties of B. mesentevicus. The black form is rare and sometimes obtained by
the ,,mesentericus experiment” with unwashed currants (boiling with chalk, cultivating at
aération at 30° to 40° C.).
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Knowing that the spores of some spore-formers, for example those of the butylic
ferments, and thus perhaps, too, those of the species we sought for, could not or
hardly resist boiling, the heating of the culture liquid containing the inoculation ma-
terial and wanted for killing the non-spore forming species, was not continued much
above 85° or 90° C.-and only for a few seconds. We used flasks half filled with about
30 cm3 ﬁ(i{iid, and in order not to miss somewhat rarer species, we inoculated with
so much soil that on the bottom a layer of about ! cm precipitated. This soil had
previously been well-divided and freed from coarse particles. In such a thick layer a
beginning of anaérobiosis is possible, but by shaking, butyric-acid or butylic fermen-
tation may easily be stopped.

For food we used at first malt-wort, diluted to 2° to 5° Balling, later broth-
bouillon with 2%, to 5% cane sugar, or glucose. Addition of chalk is not absolutely
wanted for the success of the experiment but its presence proved favorable.

After we had ascertained with pure cultures of B. polymyxra that ammonium
salts, nitrates and asparagine are very good sources of nitrogen, we also accumulated
with sugars and ammonium sulphate, in a solution of tapwater 100, 2 to 59, glucose
or cane sugar, 0,05% (NH.):S0,, and 0,02%, K, HPO, with some chalk. The execution
of the experiment is as above, but after pasteurising, the butyric-acid fermentation
must be more completely excluded than when using broth-bouillon or malt-wort.
For although the latter liquids-contain an excellent nitrogen food for B. polymyxa,
they are of less value for the butyric-acid ferments, for which the ammonium salts
are preferable. Hence, in this case it is advisable to use a large Erlenmeijer-
flask, as the great volume of soil which sinks to the bottom as inoculation material,
can then be better aérated, by which butyric fermentation is prevented.

Although the growth is slow at the low temperature the liquid becomes distinctly
turbid and in most cases this is accompanied with fermentation. This fermentation
especially awakened our attention as we had expected an accumulation of B. me-
gatherium, which causes no fermentation at all.

As the Coli- and Aérogenesfermentations had been prevented by the previous
heating, the butyric-acid and butylic fermentations by the aération, we now expected
that the fermentation of B. polymyxa was obtained, and this was confirmed by the
pure culture. The fermentation which is chiefly an alcoholic one, proves that our bac-
terium belongs to the facultative (temporary) anaérobes, and the examination of the
gas showed that it is almost pure carbonic acid.

One of the most notable qualities of B. polymyxa is its secretion of pectinase, i.e.
the enzyme by which some microbes dissolve the central lamellum of plant tissues,
thereby disintegrating them into cells. Hence, B. polymyxa like B. mesentericus may
under certain circumstances play a part in the retting of flax, although the real agent
in this case is the anaérobic B. pectinovorum.

Beans, peas and other plant seeds, left to spontaneous corruption, may change
into rich cultures of B. polymyxa, the cell-walls of cotyledons and of endosperm being
easily attacked by pectinase, whereby the interior of the seeds is changed to a pulpous
mass !). For the preparation of a pure culture this method is less recommendable
than the two foregoing accumulations, on account of the numerous hay bacteria

1) The enzyme seminase, which changes the endosperm of the Leguminosae (Indigofera,
Ceratonia) into mannose, is perhaps identic with the pectinase of B. polymyxa.
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which thereby simultaneously develop; it is, however, a good way to get an initial
material for the said accumulations themselves.

It seems to us that the generahty of B. polymyxa in our Surroundmgs and par-
ticularly in the soil should be explained by its pectinase secretion, which must give
this species, in combination with its little want of air, a great advantage over the
other saprophytes.

The very common presence of B. polymyxa in the bark of the nodules of the Le-
guminosae is certainly also a direct consequence of its pectinase production. Its pre-
sence there is of so general occurrence, that it reminds more of symbiosis than of

saprophytism. In the bacteroidal tissue B. polymyxa is however.completely absent.
prophy polymy. P Vi

Properties of the colonies.

The colonies on agar as well as those on gelatin are characteristic. On malt-wort
gelatin they resemble at first thin, watery, sideways quickly extending, slowly li-
quefying layers, which by and by become deeper and cloudy by their strong growth.
At length the gelatin is completely liquefied and then these cultures resemble those
of common hay bacteria. On malt-wort agar there is a profuse production of slime,
whence very distinct voluminous and wrinkled colonies appear. The slime attracts
part of the pigment from the wort-agar thereby becoming brown-coloured, which
gives a characteristic appearance to the colonies.

On glucose-kalium-phosphate-ammonium-phosphate-agar they become glass-
like transparent, somewhat resembling glass globules, so peculiar that at estimating
the number of germs in soil samples, they may directly be recognised and counted.
Silica plates, saturated with food, also produce such drop-like colonies from soil.
Some varieties form much less slime than others and this slime is either tough or soft.

Microscopically those with soft slime consist of much shorter rodlets. Hence,
one is at first disposed to think of different species, but further research shows the
similarity, which is the more convincing, when beside the natural varieties, the muta-
tion phenomena in the pure cultures are studied. On cane-sugar-asparagine agar many
colonies, at first quite homogeneous and soft, when getting older produce small,
rather solid, transparent, secundary colonies which, after separation from their sur-
rounding (which is not easy) prove to be constant. On malt-wort agar the variety
with tough slime, when growing older produces extensive, flat secundary colonies,
showing a hereditary loss of the factors for slime formation.

In liquid nutritive media the form resistent to high concentrations of the food
gives remarkable cultures.

‘In a malt-wort of 10° Ballin g at 30° they consist of excessively voluminous
slime masses, forming after one or two weeks a thick, coherent, floating film, inflated
by carbonic acid, whilst no hydrogen is detectable. Only in the anaérobic butylic
fermentation something of the like may be observed but_then much hydrogen is
present. Even the most slimy Aérobacter forms produce quite different submerged
cultures equally dispersed through the solution.

The vigorously fermenting slime varieties of B. polymyxa produce aceton, proba-
bly after the formula-

C6H1206 + 2 02 = C3H¢0 + 3 CO, + 3 H,0.
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To the products of the anaérobic fermentation belong in particular aethyl al-
cohol, with traces of acetic acid and formic acid beside some other products, such as
butylic glycol, in small quantities.

The less slimy varieties of B. polymyxa can only live in food of lower concentra-
tion and spread through the solution as Bact. aérogenes. Also in other respects there is
similarity between Bact. aérogenes and B. polymyxa, so that there is cause to conclude
to a real relationship. Still there is a great difference in so far as aérogenes can assimi-

late many organic salts, a power quite absent in B. polymyxa.

Nutrition.

For the investigation of the substances which can be assimilated by B. polymyxa,
the auxanographic method is very convenient, particularly in relation to the car-
bohydrates, B. polymyxa being a real ,sugar bacterium’, which produces much
cell-wall matter, which makes the auxanograms very distinct. In judging the latter
it should be kept in view that, beside pectinase, B. polymyxa produces diastase, in-
vertase and emulsine. In presence of sugar various nitrogen compounds are assimilable .
of which, however, only nitrogen is taken up. We preferently used peptone, asparagine
ureum, ammonium sulphate and saltpetre. Urease is not secreted ; saltpetre is reduced
to nitrite, not to nitrogen.

Asin absence of sugar the carbon cannot be withdrawn from nitrogen compounds,
such as peptone and asparagine, the growth, even on broth-bouillon-agar is but
slight and is a criterion for the quantity of sugar present. Hence, if on this medium
B. polymyxa is densely sown, only small, hardly visible colonies grow, consisting,
however, of bacteria with abundant protoplasm and commonly motile. If on sucha
culture an assimilable carbohydrate is locally distributed, vigorous growth ensues,
chiefly reposing on slime formation and a distinct auxanogram results, demarcated
by the limit of diffusion of the substance. It is in fact the presence of a small amount
of complete food at the starting of the experiment, together with excess of by them-
stlves unassimilable nitrogen compounds, which enables the germs to change into
small colonies, which rénders the further growth after addition of the carbohydrate
very clear.

Most sugars and polyalcohols are readily assimilated by B. polymyxa. This we
have ascertained for arabinose, glucose, levulose, mannose, galactose, cane-sugar,
maltose, lactose, melibiose, raffinose, rhamnose, glycerin and mannite. On the other
hand sorbite, dulcite, erythrite and quercite are not attacked. It is very notable that
we did not find any organic salt assimilable by this organism.

The ,,sugar bacteria”, to which B. polymyxa belongs, produce from carbohydrates
much more visible cell-wall substance than protoplasm, if the carbohydrates exceed
the nitrogen food and vice versa.

Hence, B. polymyxa may be found, as was observed above, in two microscopically
greatly different conditions. At insufficient feeding with carbohydrates, for example
on borth agar, it grows as highly motile rodlets, without slime wall; at copious feeding
with carbohydrates, as immotile rodlets with a thick slime wall 1). This circumstance

1) Medici give to the cell-wall of bacteria the singular name of ,,capsule”.
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leads to the following experiment, only adapted to the variety of B. polymyxa which
produces voluminous slime and grows strongly on malt-wort.

The bacterium densely sown on cane-sugar-kaliumphosphate-agar, containing
but few nitrogen compounds, may form fairly large colonies consisting, however,
almost entirely of the strongly swollen walls of the cells. By addition to the said me-
dium of a few drops of complete food, for example a little broth or malt-wort, con-
taining an excess of sugar, the slime walls grow surprisingly so that the plate covers
with a relatively thick slime coat. This slime is built up of the sugars by one or more
synthetically acting enzymes, that might be named ,,cyteses’” and should be consider-
ed as the genes or factors of the cell-walls.

This slime has the remarkable property of being able to become itself a source of
carbon food, but only at the moment when all the cane sugar and all the assimilable
nitrogen compounds have been used. If at this time some such nitrogen compound
as ammoniumsulphate or asparagin are brought on the slime coat of the plate, the
bacteria begin anew to grow and produce new protoplasm from their own cell-walls.
This leads to the peculiar consequence, that an auxanogram is produced sinking deep
into the layer of slime. For, by the growth the bulk of the bacteria is diminished, be-
cause the walls, which chiefly consisted of water and were very voluminous, disappear
and are replaced by living protoplasm. So the appearance of the auxanograms is
quite changed when compared with the original state, for by their intense increase
the opaque bacteria produce an also opaque auxanogram, whilst the original slime
was transparent like glass. This proves that, in this case at least, the biological func-
tion of the slime is that of a reserve food.

In this experiment cane sugar was the food for the slime production; as hereby
inversion takes place, glucose and levulose are probably the building materials of the
slime; that these sugars are assimilated was stated above, and that glucose may also
serve for the described experiment we ascertained particularly.

The other sugars have not yet been extensively examined from this point of view,
but it seems that all give the same result. This leads to the conclusion that probably no
more than two or three factors or genes (endoenzymes) are active in the production of
the cell-wall. The problem is evidently of theoreticinterest and deserves nearer research.

The wall-substance, which certainly belongs to the cellulose group and therefore
may be called cellulan, must have a high power of attraction for water, for else its
surprising volume cannot be explained. Nevertheless its molecules cannot be very
small as they cannot diffuse at all in water. It is not colored by jodine, nor is it at-
tacked by diastase. But as B. polymyra may use it as a food-substance, this species
evidently can excrete an enzyme which dissolves it. It is not improbable that this
enzyme is pectinase, but this question is not yet answered. Should this really prove
to be true, then the other question arises whether the so-called pectose of the central
lamellum of the tissues of the higher plants may not also be a cellulose modification,
as it is also easily dissolved by pectinase. This view seems to be much more acceptable
than the current hypothesis: the central lamellum should be the calcium salt of an
acid, isomeric with arabin-acid.

On the great similarity between pectinase and the seminase of the seeds of the
Leguminosae, I already earlier directed the attention. That the latter enzyme does
not attack true cellulose is in accordance with the same property of pectinase.
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SUMMARY.

With a not too limited species-conception Clostridium polymyxa, Granulobacter
polymyxa, Bacillus macerans, and Bacillus asterosporus may be brought to one single
species: Bacillus polymyxa.

It is the only hitherto known aérobic spore-former, which, in neutral sugar-
containing media excites fermentation and thereby proves able to live as a temporary
anaérobe.

The chief products of the fermentation are carbonic acid and alcohol. At the
aérobic life a little aceton results, evidently from oxidation of sugar.

Anaérobic accumulation is possible in rye paste at 30° C. after short boiling.
Aérobic accumulation takes place in dilute malt-wort or broth with 29, to 59, sugar,
after heating at 85° to 90° C. or short boiling with much garden soil and cultivation
at 15° C. by which B. mesentericus is excluded, whose growth minimum is at about
20° C.

The general distribution of B. polymyxa in decayed plants and its occurrence in
the bark of plant roots and of the nodules of the LLeguminosae reposes on the produc-
tion of pectinase, which dissolves the central lamellum of the cellular tissues.

B. polymyxa forms much slime from sugar, which must be considered as cell-wall
substance. Without carbohydrates or polyalcohols its growth seems impossible, hence
it develops but slightly on broth agar.

The slime may serve as reserve food.

Laboratory for Microbiology of the Technical
High School at Delft.




Pasteur en de ultramicrobiologie.

Chemisch Weekblad, Amsterdam, 19de Jaargang, 1922, blz. 525—527.
P asteur’s onderzoekingen over de hondsdolheid geven aanleiding, een bij-
zonderen tak der wetenschap, de Ultramicrobiologie, die op het punt schijnt ge-
komen te zijn zich krachtig te gaan ontwikkelen, met enkele woorden onder de aan-
dacht der chemici te brengen.

Onder ,,ultramicroben’’ worden de deeltjes der viri verstaan, die wel besmettelijke
ziekten veroorzaken, maar zoo klein zijn, dat zij bij de sterkste vergrooting onzicht-
baar blijven en door de porién van de fijnste filters gaan, welke zelfs de kleinste bac-
terién terug houden. De pokken, de gele koorts, de mazelen, kinkhoest, roodvonk,
trachoom, kinderverlamming, hoenderpest, mond- en klauwzeer, hondsdolheid en
eenige andere ziekten van mensch en hoogere dieren worden door zulke viri veroor-
zaakt. Ook uit het plantenrijk zijn daarvan een aantal voorbeelden bekend; de meest

algemeen verspreide is wellicht de mozaiekziekte van de tabaksplant.

" Omtrent de groofte der deeltjes heerscht nog onzekerheid. Wat de pokken-
lymphe betreft, zegt Prowazek1!), dat zij de Chamberlandbougie kunnen pas-
seeren, maar door een ,ultrafilter’’, bijvoorbeeld door een collodiumhuidje, worden
terug gehouden en de door het huidje gaande lymphe geen pokken meer veroorzaakt.
Op het collodiumhuidje vindt hij zeer kleine micrococcus-achtige lichaampjes van
0.25 p middellijn, van welke sommige in deeling verkeeren, en deze houdt hij voor het
pokkenvirus. Ook bij trachoom en andere virus-ziekten meent hij zulke lichaampjes
als de eigenlijke oorzaak te hebben herkend. Hij denkt, dat het de allerlaagst staande
der thans bekende levende wezens zijn en dat zij tot de Protozoén behooren; hij geeft
aan de groep in het algemeen den naam van Chlamydozoén 2).

Wat het virus van de mozaikziekte van de tabaksplant betreft moet ik echterhop
grond van mijn eigen proeven gelooven, dat zij belangrijk kleiner zijn dan 0.25 p, want
in een agarplaat, die zich zeker met een collodiumhuidje laat vergelijken en dus ook
als ,,ultrafilter’” kan beschouwd worden, dringen zij enkele millimeters diep naar bin-
nen, zoodat zij eenig vermogen tot diffusie moeten bezitten, wat bij deeltjes van 0.25
onmogelijk schijnt.

Alle tot nu toe bekende viri kunnen buiten het organisme, waarin zij leven, niet
gekultiveerd worden; dientengevolge behooren zij tot de zoogenaamde obligate
parasieten. Op zich zelf beschouwd is dit niet bijzonder merkwaardig, want ook vele

1) Prowazek was de beste mikroskopist van Oostenrijk; hij is in den oorlog ge-
vallen.

2) De ultramicrobe van de gele koorts is volgens N agoesii een microspiril, welke
hij Leptospira icteroides noemt.

A
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hoogere parasieten, men denke bijv. aan de ingewandswormen en de roest van de gra-
nen, verkeeren in hetzelfde geval. Maar het is een eigenschap -van groote beteekenis
voor de proefneming, omdat daardoor de wijze bepaald wordt, waarop het mogelijk is
het virus tot vermeerdering te brengen. Tot nu toe heeft echter juist in het vraagstuk
van die vermeerdering de grootste moeilijkheid voor een diepere studie der viri gelegen.

“Gaan wij thans na wat door Pas teur op dit gebied reeds is verricht. Zijn on-
derzoek over de hondsdolheid heeft juist daarop betrekking, want de oorzaak daar-
van is een virus in den boven omschreven zin, waarvan de afzonderlijke deeltjes niet
zichtbaar zijn, of in elk geval nog niet met zekerheid zijn gezien. Voor Pasteur
bestond daarin geen overwegend bezwaar, want de mogelijkheid van het bestaan van
microben, zoo klein dat zij door geen mikroskoop konden worden waargenomen, sprak
voor hem als van zelf. Gevraagd zijnde naar den oorsprong van het virus der dolheid
bij den eersten hond, die dol is geworden, antwoordde Pasteur, datdit de vraag
was naar het groote probleem van den oorsprong van het leven zelve. Bjj al de moei-
lijkheden, die hij te ontwarren had, vooral aanvankelijk toen hij nog met het speeksel
der dolle honden werkte, was zijn eenige leidraad, dat de deeltjes van het virus levende
deeltjes waren, die zich als microben kunnen vermeerderen.

In Pasteur’s biografie van Radot leest men op pag. 562 omtrent dit
punt het volgende: ,Pasteur ne pouvait appliquer la méthode qui lui avait servi
jusqu’alors pour l'isolement, puis pourla culture du microbe en dehors de I’organisme
dans un milieu artificiel, car il n’arrivait pas a déceler, & mettre en evidence le microbe
delarage. Commenty parvenir? L’existence du microbe n’était pas douteuse. Peut-étre
était il a la limite de la visibilité. Puisque ce quelque chose est vivant, pensa Pa s-
teur, ilfautarriver a le cultiver. A défaut de bouillon de culture essayons du cerveau
meéme des lapins. C’est un tour de force expérimental. Tentons-le”’.

Deze woorden hebben betrekking op den toestand van zijn proeven op 30 Mei
1881. Pasteur had toen reeds de belangrijke ontdekking gedaan, dat het virus
zich langs het zenuwstelsel voortbeweegt, zich daarin blijkbaar vermeerdert en dit
bracht hem op de gedachte met de hersenzelfstandigheid der dolle dieren zijn verdere
infectieproeven te doen. Deze bestonden daarin, dat dit materiaal direct gebracht
werd in de hersenen van getrepaneerde dieren, waardoor niet alleen alle proeven vol-
komen slaagden, hetgeen bij de inoculatieproeven met het speeksel van dolle honden
volstrekt niet het geval was geweest, maar ook de incubatietijd, die vroeger geheel
onzeker was en tusschen weken en maanden varieerde, meer en meer verkort werd.
Ten slotte kon die tijd tot zes of zeven dagen terug gebracht worden en terecht kon
hij toen spreken van een ,,virus fixe”’, want hij kon nauwkeurig den dag voorspellen,
waarop een geinoculeerd dier dol zou worden.

Steeds geleid door de voorstelling dat het vele overeenkomstige eigenschappen
zou bezitten als de microben van het miltvuur en die van de hoendercholera, waarvan
hij vroeger de vaccins had bereid, kwam hij tot de gedachte, dat zich ook tegen de
dolheid een vaccin zou laten bereiden door het virus te verzwakken en dit bereikte
hij door het langzame drogen bij 23° van de hersenzelfstandigheid van een dol konijn.
Na 14 dagen was de virulentie volkomen verdwenen en met dit materiaal, verdeeld
in water, werd een hond onder de huid ingespoten. Na twee dagen had een nieuwe in-
spuiting plaats, maar met hersenzelfstandigheid, die slechts 13 dagen gedroogd was.
Dit werd voortgezet en ten slotte ontving het dier de inspuiting met de hersens van

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften; Zesde Deel. 2
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een konijn, dat denzelfden morgen aan dolheid was gestorven en dus de volle virulentie
bezat. De hond bleef volkomen gezond en het groote probleem was ten minste theore-
* tisch opgelost; de geweldige praktische moeilijkheden. die Pasteur verder moest
overwinnen, om zijn ontdekking ook voor het menschelijke lichaam toepasselijk te
maken, zal ik hier niet in herinnering brengen.

Pasteur schijnt van meening te zijn geweest, dat de verzwakking, dat is de
verandering van het virus, op de inwerking van de zuurstof van de lucht berust.
Ook daarbij zal hij geleid zijn door zijn vroegere ervaringen met de mikroben, waar-
van hij vaccins bereid had, waarbij hij met de hem eigen scherpzinnigheid ook nooit
den overwegenden invloed van de temperatuur uit het oog heeft verloren. Daardoor
toch was het hem gelukt de sporenvrije en dus zelfs morphologisch zoq zeer veranderde
rassen van de miltvuurbacillen voort te brengen. De eigenlijke grond, die hem tot de
opvatting aangaande de groote beteckenis van de zuurstof bij het ontstaan der vac-
cins heeft gebracht, moet gezocht worden in zijn ontdekking van de anaérobiose,
waarbij hij meende gezien te hebben, dat de toetreding van de lucht in sommige ge-
vallen zelfs den dood van de zonder lucht levende microben veroorzaken kan. Zeker
is het, dat daardoor alle bewegingsverschijnselen verlamd, deeling en groei onmogelijk
kunnen worden gemaakt. Maar welke ook de theoretische beschouwingen mogen
geweest zijn, die hem geleid hebben, in elk geval kan als bewezen worden beschouwd,
dat Pasteur bij het onderzoek van de dolheid door de vaste overtuiging is ge-
leid, dat het virus de eigenschappen van de microben moet bezitten.

Pasteur isdus niet alleen de grondlegger van de Ultramicrobiologie, maar de
eer van tot nu toe de grootste ontdekking op dit gebied gedaan te hebben, komt even-

eens aan hem toe.

In de laatste jaren is gebleken, dat zelfs bacterién blootstaan aan de infectie door
eenvirus, waardoor het vraagstukder viri naar een geheel nieuw en veel belovend onder-
zoekingsgebied is overgebracht. Omdat daardoor waarschijnlijk een nieuwe ontwikke-
lingsperiode van de Ultramicrobiologie geopend wordt, zal ik daarop iets nader ingaan.

In 1921 is te Parijs een merkwaardig boek verschenen, geschreven door d’H e-
relle engetiteld: ,Le bactériophage, son role dans I'immunité”’.

De schrijver toont aan, dat zeer algemeen in en buiten ons lichaam een ultra-
microbe voorkomt, welke hij Bacteriophagus intestinalis noemt en die in den virulen-
ten 1) toestand als obligate parasiet juist binnen in andere bacterién leeft. Zoo kunnen
de in ons darmkanaal voorkomende coli- en fyphusbacterién bewoond worden door
Bacteriophagus, die daarop echter een smeltende werking uitoefent, waardoor deze
bacterién gedood worden, vervloeien en.in hun omgeving a.h.w. oplossen.

Buiten het lichaam dezer bacterién, bijvoorbeeld in water of bouillon, kan Bac-
teriophagus zeer wel levend blijven maar zich niet vermeerderen. Dit laatste zal echter
geschieden wanneer aan het water of de bouillon levende coli- of typhusbacterién
worden toegevoegd; doode bacterién zijn daarvoor niet voldoende.

De bacteriophaag kan in deze in het water of de bouillon zwevende bacterién

binnendringen en zich daarin tot 10 & 15 nieuwe individuen vermeerderen. Daar de

1) Bij de virulentie van Bacteriophagus en de attenuatie ervan kan ik hier nietstilstaan,
ofschoon juist daarin het praktische belang van de proeven van d’Hereile schijnt ge-
legen te zijn.
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bacterién dan echter versmelten, klaart de troebele vloeistof op, de bacteriophagen
komen in de vloeistof vrij en als deze wordt afgefiltreerd, bijvoorbeeld door een bougie
Chamberland dan zullen de onaangetaste coli- of typhusbacterién achterblijven en in
het filtraat verkrijgt men de reinkultuur van den bacteriophaag.

Bijzonder belangrijk is het, dat d’Herelle erin geslaagd is het aantal kiemen
van den bacterophaag, dat zich in zulk een vloeistof bevindt, te tellen. Dit geschiedt
op de volgende zeer eenvoudige manier. Op een bouillonagarplaat zaait men een dichte
kultuur bijvoorbeeld van coli- of typhusbacterién, die daarop bij 37° gemakkelijker
groeien en er een gesloten laag bacterién op voortbrengen. Brengt men op deze bac-
teriénlaag een zekere hoeveelheid van de vloeistof, welke Bacteriophagus in virulenten
toestand bevat, dan zullen alle plaatsen van de bacteriénlaag, waar een Bacleriopha-
gus-kiem ligt, door dezen besmet worden. Daar ook de naaste omgeving bésmet wordt
en de bacterién daarbij doorschijnend worden, ontstaan vrij groote vlekken of ,ei-
landjes’ van gedoode bacterién, omgeven door levende, welke eilandjes gemakkelijk
met het bloote oog gezien en geteld kunnen worden. Hij geeft daarvan een zeer goede
en overtuigende afbeelding.

De beschouwingen van d’'Herelle over de afmetingen van Bacleriophagus
zijn geheel andere dan die van Pro wazek over het pokkenvirus, waarover ik
reeds boven heb gesproken.

Nadat hij er op gewezen heeft, dat bij dialyse tegen gedestilleerd water van paar-
den-serum met een kultuur van Bacteriophagus door collodiumvliezen van verschil-
lende hardheid de bacteriophaag steeds kan passeeren door de vliezen, die eiwit door-
laten, maar teruggehouden wordt door de vliezen, die voor eiwit ondoorlatend zijn,
gaat hij aldus voort (pag. 88):,,0n a calculé qu'un ultramicrobe de 0.01 p de diamétre
devait contenir une vingtéine de molécules d’albumine et cing 2 six atomes de soufre.
Les physiciens ont déterminé la grosseur des pores des membranes de collodion les
plus serrées, ils n’ont pas plus de deux millioniémes de millimétre; or ’'ultramicrobe
de la peste aviaire traverse de telles membranes, chaque ¢1ément ne pourrait avoir plus
de 0.002 . de diamétre; il serait donc composé d’un dixi¢éme de molecule d’albumine’.

Ik zal het citaat niet verder geven; d’Herelle wijst terecht op het absurde
van zulk een gevolgtrekking en hoe noodig het is, dat nieuwe proeven daarover nieuw
licht verspreiden. De dialyse-proef bewijst echter naar mijn meening vrij duidelijk,
dat Bacteriophagus van dezelfde grootte-orde is als het eiwitmolekuul en dat de naam
ycontagium vivum fluidum”’, welke ik lang geleden aan het virus van de mozaiekziekte
heb gegeven, aan die opvatting uitdrukking geeft.

Als curiosum voeg ik hier nog bij, dat d’Herelle — met het oog op het voor-
afgaande niet geheel consequent — het voor mogelijk houdt, dat in later tijd een ultra-
microbe van hooger orde zal ontdekt worden, die als parasiet in den bacteriophaag
leeft (pag. 101), waarbij hij de opmerking maakt: ,l'infiniment petit est aussi con-
cevable (mij dunkt ,inconcevable’”’) que I'infiniment grand, nous n’avons pas le droit
de lui assigner une limite”’. Zoo zouden er dan, volgens d’Herelle, levende deel-
tjes van oneindige kleinheid kunnen bestaan, die zich door deeling vermenigvuldigen.

Waarlijk een beschouwing, die bewijst, hoever wij nog verwijderd zijn van een
eenigszins bevredigende formuleering van het vraagstuk naar den oorsprong van het
leven. | : \

Gorssel, Nov. 1922.




Urease as a product of Bacterium radicicola.
Nature, London, Vol. 112, 1923, p. 439.

The letter by Prof. Werner in Nature of August 11 , On the Presence of
Urease in the Nodules of the Roots of the Leguminous Plants’’, induces me to
state that urease is also produced by the pure cultures of Bacterium radicicola, and
much more profusely than by the nodules. Such forms as Viciae, Trifolii, Pisi, are
particularly strong in this respect, while Ornithopodis and Lupini are but feeble
ureaseproducers, :

It is interesting to observe that urease is also, in certain cases, a product of the
normal papilionaceous plants, first discovered by Takeuchi in the beans of
Soja hispida, and by me in the seeds and the rind of the branches of Cy#tisus Laburnum
and Glycine chinensis.

The simplest way for the demonstration of the enzyme is the plate-method
which I have described in Centralblatt f. Bakt. 2te Abt., Bd. 5, p. 323, 1893, and
Archives Néerlandaises, 1895 1). As, however, B. radicicola does not grow well on
broth-gelatin, or yeast-decoct-gelatin with 11/,9 urea, the detection of the enzyme
must be made with material taken from colonies previously grown on peas-leaf-
gelatin, with 29, cane-sugar, and then used as little lumps, placed on the yeast-
decoct-urea-gelatin plate. After a few minutes the beautiful , iris-phenomenon”
becomes visible if urease is present, as a consequence of the production of ammonium-
carbonate which precipitates the calcium-carbonate and calcium-phosphate in the
particular manner proper to this experiment. The addition of some calcium-malate to
the yeast-urea-gelatin enhances the sensibility of the iris-reaction.

The discovery of urease in B. radicicola was the result of experiments on the
nutrition of this bacterium, performed in 1919 and 1920, with the cooperation of Mr.
Ir. L E. die ngiBiooi et idies:onematalelit,

Gorssel, Holland.

1) These veferences ave incovrect and should vead: Centr. bl. Bakt. Abt. I1I Bd. VII,
1901, p. 33—61; Avch. Néevl. Séy. II T. VII, 1902, p. 28—63; the latter paper can also be
found in: Verzamelde Geschriften, Vol. IV, p. 78. (Editors).
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Uber ein Spirillum, welches freien Stickstoff
binden kann?

Centralblatt fir Bakteriologie, Parasitenkunde und Infektionskrankheiten, Jena, II. Ab-
teilung, LXIII. Band, 1924/25, S. 353—359.

Schon vor langer Zeit habe ich gezeigt, dass die Anhdufung von Azofobacter aus

Gartenerde nicht nur in Kulturfliissigkeiten mit Zucker und Kalziumkarbonat
oder mit Mannit als Kohlenstoffquelle stattfinden kann, wenn keine oder nur Spuren
von Stickstoffverbindungen darin vorkommen, sondern dass der Versuch auch gelingt,
wenn man anstatt Zucker ein organisches Kalksalz verwendet. Besonders geeignet
sind Kalziummalat und -butyrat; auch Kalziumchinat ((C;H1;0¢);Ca + 10 H,0)
wird leicht oxydiert. Weniger geeignet sind Kalziumtartrat, -succinat, -zitrat und
-azetat. Auf das Kalziumlaktat komme ich spiter zuriick 1).

Beim genauen Mikroskopieren findet man, dass eben in diesen letzteren An-
hdufungen gewdhnlich neben Azofobacter, ein sehr eigentiimliches Spirillum vor-
kommt, und dass dieses Spirtllum unter gewissen, noch nicht genau bekannten Be-
dingungen vorherrschen und Azofobacter selbst verdringen kann. Dasselbe ist kennt-
lich an der sehr starken Lichtbrechung, wodurch die stets schnell beweglichen In-
dividuen wie kleine schwarze Wiirmchen aussehen (Fig. a), welche zwar gekriimmt
sind, aber nicht mehr als 1 oder 1/, Spiralwindung zeigen. Die starke Lichtbrechung ist
die Folge eines hohen Gehaltes an Fett, welches sich als kleine Tropfen in den kurzen
Spirillen anhiuft, die dadurch anschwellen und, wenn die Fetttropfen ungleich gross
sind, oft eine unsymmetrische Gestalt annehmen. Wegen dieses Fettgehaltes nenne
ich diese Art Spirillum lipoferum. Auf die Umstinde, unter welchen das Fett fehlen
kann, werde ich spiter hinweisen.

Fiir die Anhdufung des Spirillums sind Zuckerarten und Mannit zwar schlecht
geeignet, weil es in deren Losungen schliesslich vollig von Azotobacter oder von Clos-
tridium pasteurianum verdringt wird, obschon darin, besonders hier auf dem Dilu-
vium zu Gorssel, bisweilen Prachtkulturen des Spirillum entstehen, und wenn man
geniigende Erfahrung hat, kann man das Spirillum auch sehr oft in den in Zucker-
losungen angehduften Azofobacter kulturen in einzelnen Exemplaren erkennen, welche
jedoch spiter verschwinden.

Eine wirkliche und sehr schéne Anhidufung kann aber unter noch nicht gut be-
kannten Umstdnden in Malat- und auch in Laktatlésungen stattfinden, und dariiber

will ich nun zunichst einiges mitteilen.

1) In Bodenproben, worin Azotobccter selten ist, gelingt der Nachweis nur bei der An-
hiufung mit Kalziummalat, wihrend in Zuckerlésung dann Verdrangung durch Butter-
sdureferment stattfindet.

e 2 e
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Anhdufung des Spivillums.

In einem Erlenmevyerkolben von 500 ccm bringe ich eine Wasserschicht von
2—3 cm Dicke, mit einigen Prozent des nur wenig 16slichen Kalziummalats und 0,02—
0,059%, K,HPO,. Es wird infiziert mit viel, z.B. 5—109%, des zu untersuchenden Erd-
musters. Diese starke Infektion ist nicht nur notwendig zur Anfithrung einer geniigen-
den Anzahl der beziiglichen Keime, sondern auch um Humus und Kieselsdure in die
Losung zu bringen, welche das Wachstum sehr begiinstigen. Wenn Erde aus dem La-
boratoriumsgarten zu Delft oder den um die Stadt gelegenen Wiesen verwendet wur-
de, also ein feuchter Alluvialboden, und bei ca. 30° C. kultiviert wurde, so erhielt ich
gewohnlich am 3. Tage eine stark bewegliche Azotobacterkultur, welche, wie immer,
spiter die Beweglichkeit verlor, zugleich mit einer schwachen, bald aufhorenden Gii;
rung von Clostridium pastorianum, welches sich bei der ziemlich starken Liiftung und
der dafiir ungiinstigen Malaterndhrung bald vermindert, um dann gédnzlich zu ver-
schwinden. Nur beim lingeren Stehen dieser Kulturen hiufte sich das Spirillum darin
etwas an, vorausgesetzt, dass geniigend Malat zugegen war.

Verwendete ich fiir den Versuch anstatt Gartenerde Schlamm aus dem Stadt-
graben oder den Schwemmkanilen zu Delft, so war das Resultat dasselbe, nur be-
kam ich dabei abweichende Varietdten von Azotobacter chroococcum 1).

Im Laboratoriumsgarten hatte ich ein grosses Sandbeet aus Diinensand machen
lassen fiir das Studium der Seradellabakterien, welche Pflanze im Sande sehr gut, in
der Delfter Erde aber gar keine Knollchen trigt. Wenn ich mit diesem Sande den
Malat -Azotobacter-Versuch anstellte, fand ich stets am 3. oder 4. Tage neben wenig
oder gar keinem Azofobacter eine grosse Menge des sehr eigentiimilichen Spivillums.
Das Clostridium war nur schwierig zu finden und Garung nicht bemerkbar.

Impfte ich den Sand in eine Mannitlosung oder in Wasser mit 19, Glukose, 1%,
Rohrzucker, 0,05%, K.HPO, und 2%, Kreide, so entwickelte das Spirillum sich eben-
falls, doch wurde es verdriangt durch Azotobacter und Clostridium.

Gegenwirtig lebe ich zu Gorssel (bei Zutphen) auf diluvialem Sande, bedeckt
mit Kiefernwald und Heide, und Roggen- und Kartoffelfeldern. Mache ich mit diesem
Boden den Azotobacter-Versuch in Zuckerlosung bei 20° C, so bekomme ich niemals
Azotobacter, sondern nur starke Géifung und Anhédufung von Clostridium pastorianum,
und zwar selbst dann, wenn ich den gut gediingten und mit Kalk versetzten Roggen-
boden verwende. Offenbar ist der Boden fiir Azotobacter zu sauer und mit Kalk nicht
geniigend neutralisiert.

In der Nachbarschaft stromt der Yselfluss, eine Rheinmiindung, welche in den
Zuidersee lduft. Verwende ich den Ton des Ufers davon, so entsteht eine A zofobacter
kultur wie zu Delft.

Mit diesem Yselton habe ich 1921 und 1922 meinen auf Diluvialsand gelegenen
Garten gediingt, und wenn ich den Versuch mit diesem gemischten Boden in Zucker-
16sung bei 20° C. tue, so erhalte ich entweder allein 'Clostridium, Clostridium mit
Azotobactey oder die beiden letzteren zusammen mit dem Spirillum. Letzteres ent-
wiclkelt sich bei einzelnen Versuchen so allgemein, dass die beiden anderen Arten

1) Azotobacter agilis, welcher bei Gegenwart von Eisensalzen ein gelbes, bei deren Ab-
wesenheit ein tiefrotes Pigment erzeugt, erhielt.ich nur in den Zuckerlosungen. Diese Art
scheint sehr selten zu sein.
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mikroskopisch kaum zu finden sind. Die charakteristische Atmungslinie des Spiril-
lums bildet sich dann sofort neben dem ganzen Rande des Deckglases. Beim Uber-
impfen in die gleiche Zuckerlésung kann es die Konkurrenz mit seinen Feinden nicht
bestehen und verschwindet bald vollig. Ganz anders aber, wenn iibergeimpft wird in
Kalzium-Malatlosung mit 0,02% K.HPO, und Walderde als Humusquelle; darin
“entwickelt sich bei 20° C. das Spirillum sehr gut, von Clostridium ist aber nichts zu
bemerken. Weiteres ’(:Tberimpien liefert zwar keine Reinkultur, weil Azotobacter
nicht gdnzlich verschwindet, doch hat das Spirillum nun das Ubergewicht und die
Anhdufung kann so vollkommen sein, dass im mikroskopischen Préparate die At-
mungslinie wieder sofort entsteht, und man sicher sein kann, dass der bei einer
quantitativen Bestimmung gefundene Stickstoff nur von dem Spirillum herriihrt.

Spirillum lipoferum. a) Junge Kultur
in Zuckerldsung (850), Oltropfen in
den Zellen. b) Kolonie der Malat-
agarplatte, die kleinen Kugeln sind
durchsichtige Perlen von CaCO;,
grossere sind triibe und oberflich-
lich rauh durch Bildung kleinerer
Kristalle, wie der obere Sphérit;
keine Bewegung (650). ¢) Stark be-
wegliche Reinkultur auf verdiinntem
Bouillonagar mit Spirillengestalt,
kein Ol (650). d) Laktatanhiufung.
Die stark beweglichen, biegsamen
Stibchen enthalten Fetttropfen
(650).

Verwandte ich anstatt Kalziummalat Kalziumlaktat fiir die Uberimpfung
bei iibrigens gleichen Bedingungen, so war von Azofobacter kaum etwas oder gar niqhts
zu sehen, was bemerkenswert ist, weil 4 zotobacter bei der auxanographischen Methode
auch das Laktat sehr gut assimiliert und sich damit gewéhnlich auch gut anhdufen
lasst. Offenbar kann es bei 20° C. mit Laktat als Nahrung nicht gegen das Spirillum
konkurrieren. Auf der Laktatldsung bildet sich weder eine triibende Haut von Kal-
ziumkarbonat, worunter die stets stark beweglichen Stibchen herumschwimmen,
wéihrend die Azotobacterkeime unter diesen Bedingungen aus runden, kokkenartigen,
bewegungslosen Zellen bestehen. Auch diese Kulturen sind sehr geeignet, um die
Atmungslinie in mikroskopischen Priparaten zu erzeugen und das Wachstum ist
iiberraschend reichlich. Die Zellen sind ziemlich lang und viele biegen sich bei der
Bewegung spirillenartig, obschon die Kultur auf den ersten Blick mehr an Stibchen
wie an Spirillen erinnert. In Fig. d sieht man davon ein ungefihres Bild. Zwischen
den Spirillen findet man eben, wie in den Malatkulturen, oft kleine, wasserklare Per-
len von CaCO,.

Das einzige, wodurch die Laktatkulturen an Wert zuriickstehen gegeniiber den-
jenigen in Malatlésungen, ist die Langsamkeit des Wachstums in den ersteren. Erst
nach ungefihr 14 Tagen kann man eine auf der Laktatlosung treibende Haut er-
warten. Dennoch gibt die allgemeine Verbreitung der Laktate und die Leichtigkeit,
womit sie sicher auch in Erdboden gebildet werden durch allerlei Bakterien, dem Lak-

tatversuch eine besondere Bedeutung.
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Auch hier ist es notwendig, zur Erhaltung eines guten Resultates, der Ndhrlosung
viel Sand und Natriumhumat oder humusreiche Erde zuzufiigen, und wenn die
Decke sich bildet, diese nicht' durch Schiitteln zu brechen; die Kulturen miissen also
ruhig stehen bleiben.

Reinkultur.

Obschon nicht besonders schwierig, erfordert die Reinkultur des Spirillums
grosse Aufmerksamkeit. Auf Platten von der Zusammensetzung: Wasser, 2%, Agar,
19, Kalziummalat, 0,05%, K.H PO,entstehen bei 20—30° C. an der Luft kleine, trocke-
ne Kolonien (Fig. b), welche aus unbeweglichen Stibchen ohne Fett bestehen und
nicht deutlich spirillendhnlich sind, was iibrigens auch bei anderen Spirillenarten be-
merkt wird. Die Kolonien oxydieren das Malat stark und sind erfiillt und umgeben
von kleinen, durchsichtigen glasartigen Sphériten von Kalziumkarbonat, also dhnlich
wie in den Azofobacterkulturen, wo ich Kérner von bis Millimeter Grosse fand. Wire
es moglich, dieselben weiter wachsen zu lassen, so wiirden wertvolle Perlen zu erhalten
sein, Die Kolonien sind meistenteils wirklich rein und enthalten nicht die Infektionen,
welche es so schwierig machen, véllig reine Azotobacterkolonien zu erhalten. Diesesist
jedoch nicht mit allen Kolonien der Fall; die infizierten Kolonien sind viel grésser
wie die reinen. Infolge einer starken Schleimbildung sehen sie wie Kleistertropfen
aus und auf den Platten nehmen sie wochenlang an Volum zu. Dieser Schleim ist als
Wandsubstanz, die durch die infizierende Art gebildet ist, aufzufassen und beher-
bergt wieder leicht andere fremde Bakterien. Die starke Schleimbildung, welche fiir
Azotobacter so charakteristisch ist, besonders bei Zuckernahrung, fehlt dem Spirillum
selbst, wie es scheint, génzlich, doch muss ich hervorheben, dass dieser Vorgang in
den infizierten Kolonien noch weiterer Erklirung bediirftig ist.

Versetzt man den Nidhrboden mit einer geringen Menge einer guten stickstoff-
haltigen Nahrung, wie Fleischbouillon, so verbessert sich das Wachstum sehr; ver-
diinnter Fleischbouillonagar scheint der beste Nahrboden, und darauf nehmen viele
Stibchen normale Spirillengestalt mit mehreren Windungen an (Fig. ¢), wahrend
Fettbildung ganz ausbleibt. Man sieht selbst in solchen Priparaten spirochdtendhn-
liche Individuen herumschwimmen.

In fliissige Ndhrmedien iibergebracht, entwickeln die Reinkulturen sich nur dann
gut, wenn gute Stickstoffnahrung vorhanden ist, z.B. in verdiinnter Malatbouillon.
Stickstofffreie Malatlosungen geben nur dann Wachstum, wenn viel humése Erde
oder Humate zugesetzt werden.

Die partiellen Reinkulturen, welche also noch andere saprophytische Bakterien
enthalten, geben ein besseres Wachstum; vielleicht weil dadurch die stark ausge-
sprochene Mikrodrophilie der Spirillen begiinstigt wird. Alle friiher besprochenen An-
‘hdufungen sind solche partiellen Reinkulturen und beweisen, dass die Stickstoffbin-
dung darin nur durch die Spirillen stattfindet, denn wenn diese fehlen, so ist keine
Stickstoffmehrung nachweisbar.

Stickstoffbestimmungen.

Azotobacter- und Clostridium-freie Rohanhdufungen und partielle Reinkulturen
in Kalziummalat-haltigen N&hrlésungen sind fiir die Bestimmung der Stickstoff-
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vermehrung nach Kjeldahl’s Verfahren verwendet; ich verdanke diese Arbeit
meinem friitheren Assistenten, Herrn Chem. Ing. D.C.J. Min k m a n, dersich auch
in das Kulturverfahren eingeiibt hatte. ’ X :

Anstatt humusreicher Erde, welche fiir die Anhidufungen verwendet wurde,

haben wir den zu analysierenden Nihrl6sungen in Natriumkarbonat geloste Humus-

“sdure zugesetzt, welche aus Gartenerde zu Delft gewonnen war nach Krze mi-
niefski’s Vorschrift1). Dazu wird der in Wasser aufgeschlemmte Boden mit
Salzsdure versetzt, um die Humussidure aus den Humaten von Kalzium, Aluminium,
Eisen usw. freizumachen und zu prizipitieren; die Chloride von Kalzium usw. und
das Salzsdureiibermass werden ausgelaugt; aus der so gereinigten Erde wird die Hu-
mussdure mit Natronlauge extrahiert; aus dem dunkelbraunen Filtrat wird die Siure
mit Salzsdure aufs neue prazipitiert, filtriert, getrocknet und pulverisiert. Von solchen
Priparaten kann der geringe Stickstoffgehalt vernachldssigt werden, obschon sicher
nicht ungiinstig fiir das Wachstum des Spirillums; sie enthalten aber viel Asche und
darin findet sich kolloidale Kieselsiure, worauf die Hauptwirkung der Humate wohl
beruhen diirfte. -

In 100 ccm in Rundkolben einer Kultur, welche 19, Kalziummalat, 1/50%
K:HPO, und etwas sterile Gartenerde enthielt und infiziert war mit einer Azofobacter-
freien, aber fremde Bakterien enthaltenden Plattenkultur des Spirillums, wurde nach
3 Wochen und Kultur bei 30° eine unzweifelhafte Stickstoffzunahme von 4,2 mg
gefunden, wihrend das Kalziummalat wohl gianzlich verschwunden war.

Bei 3 anderen Versuchen in der gleichen Nihrlésung mit Zusatz von 0,19% Hu-
mussdure als Natriumhumat und Infizierung mit der treibenden Haut einer vor-
gehenden Kultur, resp. 5, 5,7 und 6,5 mg Stickstoffgewinn.

Als wir derselben Nihrlésung 0,1% von Herrn Krzeminiefski aus Polen
stammende Humussdure als Natriumhumat zusetzten, erhielten wir 8,8 mg gebun-
denen Stickstoff. Solche Mengen waren eigentlich das doppelte von deni, was ich er-
wartet hatte.

Um festzustellen, zu welcher Zeit das Kalziummalat bei solchen Versuchen ver-
schwunden ist, habe ich spiter Kohlensiurebestimmungen ausgefiihrt nach Be-
handlung der Probe mit Salzsiure. Sofort stellte sich dabei heraus, dass nur solche
Proben, welche von Azofobacter- oder Spirillumkulturen herriihrten, Kohlensdure-
mengen ergaben, welche nahezu dem zugegebenen Malat entsprachen; — bei deren
Abwesenheit war die Karbonatbildung sehr gering 2).

Es scheint mir nicht ohne Interesse, noch darauf hinzuweisen, dass die Methode
der Kohlensdurebildung und -bestimmung in Erdproben, denen bestimmte Mengen
Kalziummalat, oder andere organische Salze wie -sukzinat, -laktat, -azetat, -zitrat
usw., ohne gebundenen Stickstoff zugesetzt werden, geeignet ist, auf einfache Weise

. verschiedene Bodenarten zu vergleichen in bezug auf deren Oxydations- und Stick-

1) Besonders angestellte Anhiufungsversuche mit dem Humuspraparat als Kohlen-
stoff- und Stickstoffquelle zugleich gaben bei der Infektion mit Gartenerde zu Delft einen
Micrococcus.

2) Nur bei Versuchen mit Kalziumchinat habe ich auch bei Abwesenheit von Azofobacter
und Spirillum, aber bei Gegenwart einer Haut sehr feiner, unbekannter Bakterien alles Chi-
nat oxydiert gefunden, jedoch erst nach ca. 5 Wochen; wahrscheinlich war mein Chinat nicht

" stickstofffrei. ' :
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Stoffbindlungsvermb'gen‘ Natiirlich muss dabei beachtet werden, dass die genannten
Salze mit sehr verschiedener Schnelligkeit durch 4zofobacter und Spirillum lipoferum
oxydiert werden. ‘

Ob der angegebene Stickstoffgewinn von praktischer Bedeutung ist, iibersehe
ich noch nicht gut, weil die Verbreitung des Spirillums im Boden ungeniigend bekannt
ist. Bei oberflichlicher Betrachtung muss es darin weit hinter dem iiberall vorkom-
menden Clostridium von Winogradsky stehen. Bedenkt man aber, dass das
Clostridium anaérob ist und nur allein bei den Versuchen mit Zuckerarten gefunden

.wird, welche im Boden dort, wo sie gebildet werden, leicht aéroben Mikroben anheim-

fallen werden, wihrend das Spirillum sich mit den organischen Salzen ernéhrt, die
im Boden eben aus den Zuckern entstehen konnen, so gerdt man in Zweifel beziiglich
der genannten Auffassung, besonders deshalb, weil das Clostridium im Boden sich
wahrscheinlich iiberhaupt nicht mit erganischen Salzen erndhren kann. Anderseits
muss hierbei bedacht werden, dass wir itber das Leben der Anaéroben im Boden eigent-
lich nichts sicher wissen und unsere Schliisse nur gezogen werden aus Laboratoriums-
versuchen, die unter ganz anderen Bedingungen angestellt sind, wie die im Boden
herrschenden Verhiltnisse; Uberraschungen kénnen deshalb bei der weiteren Aus-
bildung der Wissenschaft auf diesem Felde wohl erwartet werden. Es ist sehr wiin-
schenswert, dass einmal genau festgestellt wird, auf welche Weise die 30, nach anderen
Angaben 60 kg freien atmosphirischen Stickstoffs, durch welche 1 ha Waldboden
jdlrlich angereichert werden soll, eigentlich gebunden werden. Durch Azofobacter
kann das nicht geschehen, weil dieser Mikrobe im Waldboden sicher fehlt. Kann es
durch Winogradsky’s Clostridium geschehen, oder ist dabei vielleicht auch
Spivillum lipoferum tatig 1) ?

Jedenfalls ist unser Spirillum kein Indikator fertiler Boden wie Azotobacter das

sicher ist; eher zeigt dasselbe schlechte Erndhrungsbedingungen an.

Sind Azotobacter und Spivillum verwandt ?

Dass Spirillum lipoferum, obschon es besonders in den Rohkulturen, welche
Zucker enthalten, eine abweichende und charakteristische Gestalt besitzt und auf den
Platten, wie wir gesehen haben, meistenteils als Stibchen vorkommt, dennoch ein
richtiges Spirillum ist, beweisen die Uberimpfungen in Malat- und Laktatlésungen
und vor allem die Kylturen auf verdiinntem Bouillonagar, worauf die Spirillengestalt
eine normale ist. Die auffallende und relativ sehr starke Fettbildung, besonders bei
Zuckernahrung, deformiert die Spirillen jedoch betrichtlich und gibt zu einer fiir
Spirillen ungewdhnlichen Anschwellung Veranlassung, welche die gekriimmte Gestalt
verdecken kann. Die Stabchenbildung in Plattenkulturen ist fiir diese Art jedoch
nichts Besonderes; ich fand dieselbe Eigenschaft auch bei anderen Spirillen.

Ein echtes Spirillenmerkmal ist auch die Leichtigkeit der Kultur in Lésungen -
von organischen Salzen. So gab ich im praktischen Kursus zu Delft den Laboranten
folgendes Rezept fiir Spirillenkultur im allgemeinen: Leitungswasser mit ca. 2%
Kalziummalat, 0,05%, K.HPO; und 0,05%, Chlorammon, infiziert mit ca. 19, Ka-
nalschlamm oder Kanalwasser und kultiviert bei 30—37° C. Gewdhnlich bekommt

1) Bisher konnte ich das Spirillum im Waldboden nicht finden.
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man dann am 2. oder 3. Tage prachtvolle Spirillenkulturen unter einer Decke von
CaCO0s3, welche Decke fiir die mikrodrophilen Spirillen sehr giinstig ist. Auch das Ver-
fahren zur Erhaltung der sogenannten ,Zellulosespirillen” beruht eigentlich auf dem
gleichen Umstand. Dafiir fertigt man einen dicken Brei an von im Morser feingerie-
benem Filtrierpapier in Leitungswasser, fiigt 0,059, Ammonsulfat, 0,05%, K.HPO,
’und/ein Ubermass von Kreide hinzu, infiziert wieder mit Kanalschlamm und kultiviert
im Rundkolben und an der Luft bei 30—37° C. Nach mehreren Tagen entsteht in der
Tiefe eine Zellulosegarung und das dabei gebildete Kalziumazetat und -butyrat wer-
dq;l Nahrungv einer prachtvollen Spirillendecke an der Oberfliche 1). Uberlegt man,
dass im Infektionsmaterial alle méglichen Protozoen und Bakterien vorkommen kon-
nen, so wird man sich mehr dariiber wundern, dass bei weitem die meisten Versuche
gelingen, als dariiber dass einzelne fehlschlagen. Offenbar liegt hier eine Anpassung
der Spirillen an organische Salze vor. Dass letzteres auch bei 4zotobacter der Fall ist,
kann nicht bezweifelt werden, und die Uberbriickung, welche Spirillum lipoferum
zwischen beiden Gruppen darstellt, macht die Ahnlichkeit der Ernihrungsbedingun-
gen treffend. Die starke Verschiedenheit in den Gréssenverhiltnissen verschwindet
einigermassen bei dem kleinen amerikanischen Azotobacter vinlandi, welchen ich
durch die Giite von Herrn Lip man aus New Brunswick kennen lernte. Diese Art
erinnert auch durch grosse Beweglichkeit an S. lipoferum.
Morphologisch stehen beide Gattungen einander nahe durch die Einpflanzung
der Zilien, welche stets mehr oder weniger deutlich lophotrich ist.
Da nun die Familie der Spirillazeen ziemlich polymorph ist und z.B. auch die
abweichenden Gattungen der Schwefelbakterien umfasst, wozu so verschiedene For-
men wie Chromatium und Chloratium gehéren, muss nach meiner Meinung auch.

Azotobacter dazu gerechnet werden.
Gorssel, November 1924.
NACHSCHRIFT.
Wihrend des Druckes bin ich auf eine sehr merkwiirdige mogliche Fehlerquelle
aufmerksam geworden, worauf ich, wenn nétig, spiter zuriickkomme. Darum das

Fragezeichen im Titel.

Gorssel, 12. Januar. 1925.

1) Gegenwirtig wird nach dieser Methode in England im Grossen Diinger aus Stroh
bereitet.



Verband tusschen de bladstellingen van de
hoofdreeks en de natuurlijke logarithmen ‘).

Verslagen Kon. Akademie van Wetenschappen, Wis- en Natuurk. Afd., Amsterdam, Deel
XXXVI, 1927, blz. 585—604.

I I et volgende antwoord op de vraag, waarom de meeste bladstellingen der
planten tot de hoofdreeks behooren, is gegrond:

Ten eerste, op het door Church?) en van Iterson3) ontdekte feit,
dat de bladprimordién op de vegetatiepunten in stelsels van logarithmische spiralen
gerangschikt zijn.

Ten tweede, op het principe van de rechthoekige snijding van twee dezer spiraal-
stelsels, voortvloeiende uit de ontbinding van drukspanning of turgorkracht in twee
loodrecht op elkander staande componenten in de, als plat vlak gedachte, opper-
vlakte van den top van het vegetatiepunt.

Uit de vereeniging van deze beide, op directe waarneming berustende principes,
is ontstaan, wat ik zal noemen het ,folium logarithmicum”, zijnde de area begrensd
door twee elkander rechthoekig snijdende logarithmische spiralen, reeds door
Church en van Iterson ingevoerd, door mij gewijzigd wat betreft den
hellingshoek der spiralen, en op eenvoudiger manier toegepast.

Ten derde, op het logarithmische principe van den groei van het vegetatiepunt,
voortvloeiende uit de volgende waarnemingen.

Tijdens de eerste ontwikkelingsphase der bladen bezit het daarbij betrokken
deel van het vegetatiepunt het karakter van een homogene embryonale celmassa,
waarvan de groei beheerscht wordt door dezelfde wet, die geldt voor elke andere
zich vermeerderende hoeveelheid, waarvan het nieuw gevormde, onmiddellijk na het
ontstaan, dezelfde rol gaat vervullen bij de vermeerdering als het reeds aanwezige,
dat is beheerscht door de wet van interest op interest. Zoo ontstond de vraag:
welke bijzonderheden in de grootte van de hoeken van de hoofdreeks, zoowel op
cyclisch als hyperbolisch gebied, wijzen op een verband daarvan met de natuurlijke
logarithmen ?

1) In veprinting this article some corrections made by Beijerinck — partly in a
formal addendum published in the *‘Verslagen’’ — have been inserted. (Editors).

2) A, H . Church, On the Relation of Phyllotaxis to Mechanical Laws. London,
Williams and Norgate 1904, Annals of Botany, Vol. 75 No. 59, 1901 en Vol. 18
No. 70, 1904.

3) G. van Iterson Jr., Mathematische und mikroskopisch-anatomische Studien
itber Blattstellungen, nebst Betrachtungen iiber den Schalenbau der Miliolinen. Jena.
Fischer 1907. Dit werk is de grondslag voor mijn verdere beschouwingen en wordt hier
als bekend verondersteld.

LRy =
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Voor den grenshoek van de bladstellingen van de hoofdreeks, dat is voor
137°30°28” = 2ma?1) is de te geven verklaring nauwkeurig, maar het bereiken van
deze grens zou alleen bij oneindig kleine bladprimordién met het principe van de
loodrechte snijding der spiralen kunnen gepaard gaan. Daar nu de werkelijke blad-
stellingen wel voldoen aan het principe der loodrechte snijding, maar uitgaan van
eind‘ige primordién, kan in de divergenties het logarithmische principe slechts bij
benadering 2) verwacht worden, dat wil zeggen, dat de genoemde grenshoek nooit
nauwkeurig kan optreden, waarin echter ook juist de verklaring van het voorkomen
van de lagere termen der hoofdreeks gelegen is. Tevens blijkt daaruit, dat het prin-
¢ipe van de loodrechte snijding voor de plant dwingender is dan het logarithmische,
wat ook volgt uit het bestaan van de eerste bijreeks en vele andere bladstellingen:

De limietdriehoeken en de hyperbolische funkties.

De rechthoekige limietdriehoek van de hoofdreeks, verkregen door uitsprei-
ding van het cylindervlak, waarop deze bladstellingen voorkomen, op het platte
vlak en beantwoordende aan de elkander rechthoekig snijdende schroeflijnen, waarin
de bladen kunnen staan, heeft tot hypothenuse de éénheid en tot rechthoekzijden
4/ a en a, waaruit volgt

(WVar+[vV(l—aP=a+a=1

1) Evenals H. A. Naber, Das System des Pythagoras, Haarlem, Visser
1908, noem ik het grootste stuk van de in uiterste en middelste reden verdeelde éénheid
a, zoodat

a =1/, (— 1+ 4/ 5) = 0.618034. ..
a2 =1—a=1/; (3—/ 5) = 0.381966. . .
a’ = 2a — 1 = 4/ 5—2 ='0.236068. .. enz.

Het kleinste stuk van den in u. en m. r. verdeelden cirkelomtrek, dus de grenshoek van
de hoofdreeks, is

3 ?::a =2ma2= (3 —4/5) = =240005... = 137°30'28" = y.
De hoofdreeks der bladstellingen is
(1 %2885 CSeEREh T 1 )
235813 2N | 2. L84 (1 + a)?

De eerste bijreeks is

-(1 21315 =5 1 )
B = . = 2.
SR FALD I 3+ a)

De tweede bijreeks is

(11235 -

@ |

21315;’1—‘1155--'0‘3:4_*_“

)2 T enz.

2) .De naaste mij in het plantenrijk bekende toenadering tot den grenshoek, en daarvan
slechts in deelen van seconden verschillend, vindt men in de divergentie van de bloem-
hoofdjes van Cynara, Buphthalmum en zonnebloem met de loodrecht op elkander staande
logarithmische spiralen (89 + 144). Bij Carduus mutans vond ik (55 4 89); in de kegels
van Pinus pinea komt, volgens Delpino (13 + 21) loodrecht voor, dus slechts be-
gintermen van de oneindige hoofdreeks. ;



De waarde van de scheeve hoeken (Fig. 1) bedraagt 51°49'38"” = a en
38°10'22” = f§ waarvan de tweede niet alleen het complement maar tevens de hy-
perbolische hoek is van den eersten, d.w.z. dat de hyperbolische sinus van 8 (CD)
gelijk is aan de tangens (4B) = 4/ (1 + a) van « en de hyperbolische cosinus van
B (MD) gelijk is aan de secans van « (MB) = 1 + a. Er bestaat geen ander hoeken-
paar, dat deze dubbele eigenschap bezit en daarin moet blijkbaar de verklaring van

K| 58°16' 58°=
arctq(1+2)

/ 51°49'38"«

AR arctgVv(1+2) ¢ /38°10'22"=
arckg Ve =

arcCosh(\'Q)

1e2

Fig. 1. AHC gelijkzijdige hyperbool; / AMB = 51°49’38” is de logarithmische hoek

van de hoofdrecks, / CMD = 38°10°22” is daarvan tegelijk het complement en de hyper-

bolische hoek. CD = AB = 4/ (1 + a) = sinus hyperbolicus en MD = MB = | + a =
= cosinus hyperbolicus van 38°10’22”.

/ AMK = 58°16’58” en hoek AMH = 31°43'2” zijn de hellingshoeken van het folium
logarithmicum van de eerste bijreeks.

de reden gelegen zijn; waarom de plant zich bij voorkeur van de toenaderingen tot
deze hoeken bedient. e
Zooals wel bekend is, worden zij gevonden uit de vergelijkingen sin ¥ = cot ¥

en cos ¥ = tg x, waarbij blijkt, dat

AE = FG =sina = cota =cos B = tgP = 4/ a = 0.78615... en
COSSoN—Ya1— MG
sec o =1+a=MB
tgog:\/(l—{—a):/{Bis.

De hoek « zou de logarithmische hoek van de hoofdreeks kunnen genoemd
worden.
In de natuur komt de limietdriehoek niet voor, maar wel de toenaderingen

daarvan, die gevonden worden door voor de schuine zijden \/a en \/a2 de over-
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eenkomstige waarden van de lagere termen der hoofdreeks in de plaats te stellen
waarop ik beneden teruokom

Voor het juiste begrip van den logarithmischen hoek en zijn complement is
het volgende belangrijk.

Het supplement van den logarithmischen hoek 180°—51°49'38” is 128°10722".
Dit is een zeer merkwaardige hoek, want het is de divergentie, welke beantwoordt
aan het drievoudige contact (1 4- 2  3) in de constructie met logarithmische
spiralen, datisaande door van Iterson (l.c. pag. 126, 132, 327) geconstrueerde
en door een benaderingsmethode berekende, logarithmische afbeelding van de bol-
zuil van Del pin ol). Van deze divergentie is derhalve de cosinus = — @ waaruit
de logarithmische hoofdspiraal kan berekend worden. Want noemt men ¢2) de
verhouding van twee voerstralen, die met elkander den hoek 128°10'22” = « maken,
dan gelden voor het drievoudig contact (1 + 2 + 3) de twee volgende formules 3)

cosl/> a 14¢ cos a 1+q
b Vg en = \/q.
cos a 1+ ¢2 cos3/; a 1+
waaruit g=1+4a+ /(1 +a) =289...
1
en “=14+a—4/(1 +a)=02346...,
q

1
terwijl van Iterson vindt— = 0.346013...
/

De logarithmische beteekenis ook van deze formule springt in het oog, wan-
neer men bedenkt, dat 1 + a de secans en 4/ (1 + a) de tangens van den logarithmi-
schen hoek 51°48°88” is, terwijl de waarde van ¥, voortvloeiende uit de formule

1
142+ 4/(1 +2)

1l +2x—+/(1 +2)=

= a is, zoodat dit een bijzondere manier blijkt te zijn om a te vinden.

Hieraan moge nog het volgende worden toegevoegd.

Indien drie willekeurige maar_ongelijke cirkels elkander uitwendig raken en
men construeert in de driezijdige tusschenruimte een vierden raakcirkel, daarna
een vijfden in de tusschenruimte van de drie kleinste en zoo vervolgens, dan ver-
krijgt men spoedig goede benaderingen van, en na een oneindig aantal sprongen

nauwkeurig den oneindig kleinen ,natuurlijken logarithmischen’’ driehoek, waar-

1) F. Delpino, Teoria generale della Fillotassi, Genova 1883. De divergentie van
de bolzuil zelve is arc cos — 2J; = 131°48’37” of ongeveer 4/;; en behoort dus tot de hoofd-
recks, omdat daartoe alle breuken moeten gebracht worden waarvan de teller 2 tot 3 keer
in den noemer gaat. Bij de plant is de hoofdreeks gekenmerkt doordat daarbij meestal 2,
bij den bladstand 1/; drie bladen, op één cirkelomtrek staan. Van kransvormige bladstellingen
wordt hierbij afgezien.

2) van Iterson noemt dit ,das Hauptverhaltnis” en gebruikt daarvoor de letter
a, terwijl mijn @ = 1/; (— 1 + 4/ 5) is.

3) van Iterson, lc. pag. 116.
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van de hoeken zijn: de logarithmische hoek, de helft van zijn complement, dus
38°10722" 3
——— = RIOR5 M CiemiS 028192571 £ = 109254101
terwijl de hoekpunten liggen in de centra van de drie laatste oneindig kleine cirkels.
Hierbij wordt het hoekpunt van den stompen hoek juist tot pool van de hoofdspiraal
der logarithmische afbeelding van de bolzuil, boven beschreven. Daarom kan deze
spiraal, die aan het contact (1 4 2 4 3) en de divergentic 128°10722” = (180° —
51°49’38”) beantwoordt, met eenig recht, de ,natuurlijke logarithmische spiraal”
genoemd worden.
Het innige verband van den limietdrichoek van de hoofdreeks met de natuurlijke

logarithmen, wordt hierdoor nog duidelijker.

Daar de grenshoek der bladstellingen gelijk is aan het kleinste stuk van den
in u. en m. r. verdeelden cirkelomtrek, dus 2 x a2 = 137°30’28”, moet hier nog een

andere limietdriechoek beschouwd worden, n.l. de cyclische liniietdrichoek, waarvan

™
de scheeve hoeken 7 — 2ra2 = nad = 3 (1 — a6) = 42°29’32" en 90° — 42°29’32" =

T ' , ]
= 47°30'28" = = (1 + a$) zijn, terwileaG = 2°30’28” is. Uit een eenvoudige be-

rekening blijkt, dat 47°30’28” de transcendentale hoek is van den halven grenshoek,
dus van = a2 = 68°45’14”, nict bij benadering, maar nauwkeurig. Stelt men nl.

in de algemeene vergelijking

P

1o —
2 ®
ef —seco f+tgo =—=tg 45°+5
P /

l—tg~

g2

o gelijk 47°30°28”, dan vindt men in verband met de periodiciteit der hyperbolische
funkties 1)

' 45° - 2°30°28"
e = tg|45° + o et e tg ma2 = 2.57201.
Evenzoo vindt men-uit
1 — tgED
2 @
ey =secp—tgo=—-—=tg 45°—5
®
e te=
3
45° 4 2°30°28" 42°29732" =
e = tg 45°—————2—~ = tg Aot 5 tg 21°14746” = tgg (1—af) = 0.3885

1) De door mij gebruikte literatuur: C. A. Laisant, Essai sur les fonctions hy-
perboliques, pag. '14 en 22, quis 1874; S. Ginther,. Die Lehre von den Hyperbel-
funktionen, pag. 114 en 132, Halle 1881; L. Kiepert, Grundriss der Differential- und
Integralrechnung 12e Aufl. Tl. 1, pag. 139, 151, 530, Hannover 1912, is aangaande de
hier beschouwde vraag onduidelijk en ten deele onjuist.
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: 1 . .
waarin q,q 4 1), zoodat 24°29’32” op overeenkomstige wijze een ,transcendentale

; " 180°—137°30728”
hoek’’ is van het halve supplement van den grenshoek, dat is van =
2

g L w ) 137°30°28”
= 21°14’46", als 47°30’28” dit is van den halven grenshoek zelf, d.i. van —————— =
2

= 68°45’14".
Hiermede beschouw ik het verband van den grenshoek der hoofdreeks met
de natuurlijke logarithmen, dus met de groeifunktie van het vegetatiepunt, als be-

wezen.
Het principe der loodrechte snijding.

De kracht, welke ik aanneem als werkzaam in het eerste stadium der blad-
vorming, is mechanische spankracht, hetzij als weefselspanning of als turgorkracht.
Bij de hoogere planten ontstaat deze weefselspanning door iets snelleren groei van
het dermatogeen en de buitenlaag van het peribleem dan van het pleroom, waarmede
zij onwrikbaar verbonden zijn. In de driezijdige topcel van den mosknop moet de
turgorkracht alleen als de reguleerende factor beschouwd worden. De twee elkander
loodrecht snijdende logarithmische spiralen beantwoorden aan de twee ontbondenen
van de spankracht in de twee loodrecht op elkander staande richtingen, zooals men
dit ook in geheel andere gevallen in de natuur kan waarnemen en waarvan ik enkele
voorbeelden zal noemen. Vooraf wil ik echter nog opmerken, dat ook Church
en van Iterson de groote beteekenis van het principe der loodrechte snijding
hebben opgemerkt, dat het in het boek van Churc h zelfs een hoofdrol speelt en
dat van Iterson getracht heeft (l.c. pag. 240) daarvan een verklaring te
geven, welke geheel en al van de mijne verschilt. Daar de hoekverplaatsingen door
den groei bij het tot stand komen van de definitieve bladstelling in vele gevallen zeer
gering zijn, blijft de loodrechte snijding der spiralen vaak ook nog in de latere ont-
wikkelingsstadién zichtbaar. Zoo is de kwadratische stand van de schubben, zelfs in
de rijpe kegels van Pinus sylvestris zeer opvallend. Maar men ziet dezen stand ook
onmiddellijk in de plaatsing van de bloemen en vruchten in de hoofdjes der Com-
positae zooals bij de zonnebloem, de paardebloem etc. Buitengewoon geschikt om
dit principe te demonstreeren, zijn verder de houtskeletten van de bladrozetten van

vele tweejarige planten, zooals Campanula medium, Oenotheva biennis, Verbascum

1) De waarde van ¢ is ongeveer 0.9446. Ik gebruikte C. Burrau, Tafeln der Funk-
tionen Cosinus und Sinus, Berlin 1907, waarin de waarden van de hyperbolische-cosinus
en -sinus zelve zijn opgegeven en W. Ligowsky, Tafeln der Hyperbelfunktionen,
Berlin 1890, waarin de bij ¢ behoorende transcendentale hoeken zelve worden opgegeven,
maar al het overige in logarithmen.

Daar ¢ de natuurlijke log van een tangens is, zou de aanschouwelijkheid der tafels
zeer verbeteren, wanneer daarin ook de hoek zelve, waartoe deze tangens behoort, werd
opgegeven, zooals ik dit voor 68°4514” heb gedaan. Deze hoek zou dan de primaire hoek
kunnen genoemd worden, zoowel van den bijbehoorenden transcendentalen hoek, als
van zijn eigen hyperbolischen hoek, en van den hoek, waarvan de booglengte = ¢ is.

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften; Zesde Deel. ' 3
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thapsus, Turrites glabva, Barbarea vulgaris etc., waar de ,,mergvensters’ 1) in 'kwadra-
ten staan door de schroeflijnen op het cylindervlak gevormd. Fraaie teekeningen
van den kwadratischen stand der emergentién op jeugdige vegetatiepunten heeft
Schwendener gegeven 2), maar hij heeft daarvan de beteekenis niet begrepen,
omdat hij verblind was door zijn tegennatuurlijke verplaatsingshypothese. De door

IYig. 2. Ingedroogd precipitaat van ferrocyankoper op den bodem van een
bekerglas, om aan te toonen hoe mechanische trekspanning aanleiding tot
kwadratische barstenstelsels geeft. (Nat. grootte).

Schwendener veronderstelde druk tusschen deze bladprimordién komt echter
bij mijn beschouwing opnieuw voor den dag, maar op geheel anderen grondslag.

Mijn hoofdbedoeling is aan te wijzen, dat deze verschijnselen het gevolg zijn van
de ontbinding van de spankracht in twee elkander loodrecht snijdende ontbondenen,
onverschillig, welke de oorsprong van die spankracht is. Zoo kan in elk laboratorium
worden opgemerkt, dat bij het indrogen vooral van colloidale neerslagen vaak zeer
fraaie stelsels van elkander loodrecht snijdende kromme lijnen ontstaan, welke het
neerslag in bijna zuivere vierkanten verdeelen, wanneer men maar zorg draagt,
dat het niet te dik is en onwrikbaar met den bodem verbonden blijft, die bij het dro-
gen niet krimpt ter“;ijl het neerslag dit wel doet, waardoor een gelijkmatig in het neer-
slag verdeelde spanning ontstaat, welke bij het bereiken van een grens, de twee stelsels
van barsten doet ontstaan. Bij het indrogen van een droppel dikke arabische‘gorh op
een objectglas kan men hetzelfde zien. Ook colloidaal kiezelzuur en oplosbaar zet-
meel zijn voor de proef geschikt, omdat zij na het indrogen bros zijn, terwijl gelatine
en agar het verschijnsel niet vertoonen, omdat zij niet bros maar taai worden.

Van de twee bijgaande foto’s is de cerste (Fig. 2) afkomstig van Prof. H. ter

1) ,Mergvensters” komen voor bij kruidachtige planten, het zijn met parenchym
gevulde openingen in den houtcylinder der volwassen plant, ter plaatse waar bladen ge-
staan hebben. Zij zijn bij vele plantenfamilién voorhanden maar ontbreken bijv. bij de
Compositae. L

2) S. Schwendener, Mechanische Theorie der Blattstellungen, Leipzig 1878.
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Meulen uit Delft en betreft een precipaat van ferrocyankoper ingedroogd op den
bodem van een bekerglas. De tweede (Fig. 3) is genomen van een laag bakkersgist,
met water tot een dikke brei aangeroerd en in een glasschaal met vlakken bodem in-
gedroogd.

_Dat het verloop dezer stelsels van lijnen in het algemeen o.a. beheerscht wordt

Fig. 3. Dunne laag gist gesuspendeerd in water opgedroogd in een glasschaaltje.
(Nat. grootte).

door den omtreksvorm der figuur waarbinnen zij ontstaan, is uit de foto’s duidelijk
te zien, maar dat zij zich op het volkomen symmetrisch gebouwde, in alle richtingen
van het platte vlak regelmatig aangroeiende vegetatiepunt als logarithmische spiralen
voordoen, is de ontdekking van Church en van Iterson. Neemt een dezer
spiralenstelsels meer in steilte toe dan zal het andere aldoor vlakker worden. Bij den
limietstand zal het eene stelsel in cirkels overgaan en het daarop loodrecht staande in
de stralen dezer cirkels veranderen, welk geval zal overeenkomen met de kransvor-
mige bladstellingen in het plantenrijk. Hier is echter niet de plaats om daarover in-
bijzonderheden te gaan.

Wat betreft de ontbinding van de turgorkracht in de topcel van den mosknop
in twee loodrechte componenten, zullen verdere onderzoekingen noodig zijn, maar op
de volgende punten kan reeds gewezen worden. Dat reeds in de driezijdige topcel be-
slist wordt over het feit dat bladsegmenten niet altijd met een divergentie van 120°
worden aangelegd, maar meestal met een veel grootere divergentie, die bij Poly-
trichum 33, bij Sphagnum 2/s nadert, is reeds duidelijk gezien en afgebeeld door
Hofmeister!). Hieruit blijkt tevens, in overeenstemming met mijn theorie,
hoe klein het veld is, waarin over de divergentie der bladprimordién beslist wordt.
Of hierbij werkelijk aan den grenshoek dezelfde logarithmische beteekenis toekomt als

1) W. Hofmeister, Allgemeine Morphologie der Pflanzen, pag. 492 etc., Leipzig
1868.
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bij de hoogere planten, is aan twijfel onderhevig. Uit de vele opgaven van Braun )
omtrent de bladstelling bij allerlei bladmossen schijnt dit wel te volgen. Maar of-
schoon ik vaak getracht heb zijn opgaven te controleeren, is mij dat nooit met ze-
kerheid gelukt en ik heb den indruk, dat de groote constantie, welke men in de di-
vergenties der bladstellingen van de hoogere planten aantreft, bij de bladmossen
niet bestaat, uitgezonderd de 1/, en 1/ stellingen, welke met de gedaante der topcellen
samenhangen, zooals bij Fissidens en Fontinalis.

Bij Polytrichum komt daarbij nog een ander, nog niet verklaard verschijnsel,
dat hier genoemd moet worden en dat aan de stengels van Polytrichum commune,"
die op vochtige standplaatsen meer dan een voet lang worden, bijzonder duidelijk is.
Terwijl men bij deze planten aan het boveneinde, met bladen bedekte stengeldeel, een
geribden stengel vindt met niet nauwkeurig te bepalen maar zeker tot de hoofdreeks
behoorende bladdivergenties, is het bladerlooze benedendeel van den stengel een
zuiver driezijdig prisma, waarop van de ribben niets meer te zien is. Alleen is er in
dit deel nog een torsie overgebleveh, die schijnt te bewijzen, dat de oorspronkelijk
bij het tot stand komen van den bladstand, werkzame turgorkracht bij het voort-
groeien van den stengel wordt opgeheven en daarmede tevens een ,terugdraaien’
van dien bladstand plaats heeft.

De historische lijn weder opnemende, ga ik thans over tot de beschouwing van

het ,folium logarithmicum”’.

Het folium logarithmicum van Church en van Iterson.
In het begin heb ik gezegd, dat het door Church en van Iterson
opgestelde ,folium logarithmicum’ de area is tusschen twee elkander loodrecht
snijdende logarithmische spiralen. Voor de twee constante hellingshoeken gebruikt

van Iterson %
31°43’2” = arc tg a en 58°16’58” = arc tg (1 + a)

waaraan de twee logar. spiralen

— 03104372 a0 D useless” L (1+a)0

= e en p ==

P

beantwoorden., Church gebruikt niet deze grenswaarden zelve, maar bena-
deringen daarvan, die voor het construeeren even nauwkeurig zijn. Op zeer inge-
nieuze wijze heeft CGhurch een methode uitgewerkt om door middel van dit fo-
lium de op de vegetatiepunten zichtbare spiralen op voortreffelijke wijze af te beelden
en van Iterson heeft die methode nog verbeterd en gegeneraliseerd. De schrij-
vers gaan daarbij echter uit van de hoofdreeks der bladstellingen als gegeven, dus zon-
der een bepaalde reden aan te wijzen, waarom juist de hoofdreeks in den chaos der
mogelijkheden de zoo overwegende rol speelt, welke wij overal in het plantenrijk, en

soms ook in het dierenrijk waarnemen 2). Dit maakt hun theorie onbevredigend, waar-

1) A, Braun, Ordnung der Schuppen an den Tannenzapfen, pag. 501 etc., Abh.
Akad. d. Wissensch., Berlin, 16 Juli 1830.

2) Alle divergenties, waarvan de tellers minder dan of uiterlijk 3 maal in de noemers
gaan, behooren tot de hoofdreeks, bijv. 4/;; etc., terwijl 3/;; tot de eerste bijreeks behoort. De
bladstand 1/; kan zoowel tot de hoofdreeks als tot de eerste bijreeks behooren. De be-



37

bij nog komt dat in hun wijze van construeeren slechts een benadering is gelegen, die
eerst zou kunnen verdwijnen, wanneer zij den cirkelomtrek op twee manieren in een
oneindig aantal declen konden verdeelen, uitgedrukt door de verhouding g =ia
hetgeen natuurlijk onmogelijk is 1). Om deze reden zag Church zich genoodzaakt
aan de grootte der divergenties geen beteekenis toe te kennen, terwijl van Iter-
“son iedere bijzondere divergentie als gegeven beschouwt. ]

Intusschen is mij gebleken, dat in het ,folium logarithmicum’ een vrucht-
bare gedachte kan gebracht worden door het op een geheel andere en veel een-
voudiger wijze toe te passen dan Church en van Iterson gedaan hebben.

Deze vereenvoudiging bestaat in het naar binnen dus in de richting van de
pool voortzetten van de twee spiralen, waardoor van de area van het folium een deel
wordt afgesneden, dat zelve in zeer vele snel kleiner wordende deelen wordt verdeeld,
die gelijkvormig zijn aan het van de hoofdarea overgebleven stuk. Deze stukken wor-
den begrensd door vier bogen, welke twee aan twee tot beide spiraalstelsels behooren;
zij kunnen pseudokwadraten genoemd worden. Elk dezer stukken is bestemd om,
evenals de hoofdarea zelve, later een blad voort te brengen en kan daarom een oer-
primordium genoemd worden. Verder is mij gebleken, dat, wanneer daarbij als hel-
lingshoeken der spiralen de boven beschouwde logarithmische hoek van 51°49'38”
met zijn complement van 38°10°22” worden gebruikt, aan het daarbij verkregen ,,fo-
lium logarithmicum aureum’ het logarithmische principe van den groei voldoet,
waarbij automatisch de grenshoek der bladstellingen van 137°30°28” verkregen wordt,
waarop ik terugkom.

Het bij mijn methode in teeckening gebrachte beeld (Fig. 4) heeft betrekking
op het allervroegste ontwikkelingsstadium der bladen, dus op een mikroskopisch
nog niet of nauwelijks zichtbaar deel van het midden van het vegetatiepunt, z66
klein, dat het als plat vlak moet worden beschouwd, waardoor alleen logarithmische
spiralen (en geen schroeflijnen of loxodromen) in aanmerking kunnen komen.

Dit beeld verschilt van het beeld, verkregen volgens de constructie van Cliurch
en van Iterson, doordat de grootte der primordién in mijn geval in een veel
sneller tempo toeneemt, waaruit moet besloten worden dat de relatieve groeisnelheid
der primordién in het oerstadium der ontwikkeling veel grooter is dan later.

Reeds Nidgeli was tot het besluit gekomen, dat aan het zichtbaar worden
der bladprimordién een onzichtbaar stadium van aanleg moet vooraf gaan. Hij
zegt: 2) . Wir kénnen also neben den Blattstellungen, welche der Beobachtung unéd
Messung zuganglich sind noch eine hypothetische unterscheiden, welche die Piinkte
beriicksichtigt, durch die Blitter bei der allerersten, der Beobachtung unzugéanglichen
Anlegung eingenommen”. Ook Schoute sluit zich, bij zijn absorptietheorie der

kende mathematische physicus T ait, meende de hoofdreeks der blad;tel]ingen eenvoudig
te kunnen verklaren uit het feit, dat daarbij slechts 2 bladen op den geheelen omtrek
voorkomen, 1f; vergetende. P. G. T ait, Note on Phyllotaxis, Proceedings Royal Soc.
Edingburgh T. 7, 391, 1872. Zie ook d’Arcy W. Thompson, On Growth and Form,
pag. 635, 1917. Cambridge University Press.

1) Hier doet zich echter een belangrijk wiskundig vraagstuk voor, dat nog niet is
opgelost.

2) Beitrige zur wissenschaftlichen Botanik, Heft 1, pag. 40, 1858.
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bladvorming, bij deze opvatting aan en zegt: 1) ,,Nach unserer Auffassung werden die
Blétter und Knospen in ihrer Lage bestimmt bevor die Wachtstumsprozesse anfangen,
welche sie dem Beobachter sichtbar machen””,

Mijn beschouwing heeft alleen betrekking op dit eerste ontwikkelingsstadium,
door Nageli das ,Hauptziel der Morphologen’ genoemd (wel beschouwd slechts
op een bepaald deel van het zeer omvangrijke vraagstuk), terwijl de constructie van
Church en van Iterson op een later, mikroskopisch zichtbaar stadium, be-
trekking heeft en zich daardoor, schijnbaar, veel beter aan de natuur aansluit.

De vereenvoudiging, die ik bij het gebruik van het folium logarithmicum heb
aangebracht, schijnt ook reeds in de gedachten van C hur ch te zijn opgekomen ten
opzichte van den bladstand 1/,, want aan het einde van zijn bovengenoemd boek (pag.
347) geeft hij van dezen bladstand een teekening ongeveer in den door mij bedoelden
zin. In den tekst spreekt hij daarover echter niet en door een overlading met détails

zonder verklaring is zijn figuur moeilijk te begrijpen.
Het folium logarithmicum aureun.

Wij zagen boven, dat in den rechthoekigen limictdrichoek der bladstellingen
op het uitgespreide cylindervlak, uitgedrukt door de formule

(War+ V(1 —aP=a+a =1
de scheeve hoeken

51°49’38* = arc tg 4/ (1 + a) = arc tc 1.2721096... en
38°10'22” = arc tg 4/ a = arc tg 0.78615137...

voorkomen, waarvan de tweede niet alleen het complement maar ook de hyperbo-
lische hoek van den eersten is.

Het op 0 volgende, dus door 1 aan te geven blad, ligt verticaal onder het hoek-
punt van den rechten hoek, en verdeelt \/ a, dat is den cirkelomtrek, in de u. en m. r.

Gaat men over tot het platte vlak en gebruikt men de genoemde hoeken als
constante hellingshoeken van twee elkander rechthoekig snijdende logarithmische
spiralen, dan verkrijgt men het hierbij (Fig. 4) afgebeelde ,folium logarithmicum
aureum’’, waarvan de minder steile spiraal ACBO tot formule heeft

- p= Q3s1022” __ Oyve _ 07860

en de steilere 4 D B O

¢ — (015149387 _ By (14a) _ 12720

Daar de voerstralen O4 en OB aan de beide spiralen gemeenzaam zijn, kan men
den hoek tusschen deze beide voerstralen bepalen door één van beide bijv. OB = 1
te stellen. Noemt men nu den hoek tusschen deze voerstralen y = A0B, dan zal de
lengte van den voerstraal 04 op twee manieren kunnen unitgedrukt worden al naar-
mate OA als voerstraal van de steilere spiraal 4 DBO of als voerstraal van de minder
steile spiraal 4 CBO beschouwd wordt en waarbij dan langs ADBO de hoek y en langs
ACBO de hoek 2r — y doorloopen wordt. Hieruit volgt

1) J. C. Schoute, Beitraige zur Blattstellungslehre, 1: Die Theorie, Recueil des
Travaux botaniques Néerlandaises. Vol. 10, No. 3 en 4, pag. 313, 1913.
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Hieruit blijkt dus, dat ¢ niet bij benadering maar nauwkeurig gelijk is aan het
kleinste stuk van den in u. en m. r. verdeelden cirkelomtrek, wanneer de hellings-
hoeken van de twee spiralen van het folium logarithmicum gelijk zijn aan den loga-

rithmischen hoek en zijn complement.

Fig. 4. Het folium logarithmicum aureum. De spiralen ACBC;B; en ADBD;B; staan

loodrecht op elkander in A, B, B;, etc. en loopen naar binnen door tot de pool O; zij ver-

deelen het platte vlak in pseudokwadraten, gelijkvormig met het groote pseudokwadraat

begrensd door de vier spiraalbogen ACB, ADB, BC1B: en BD:B;. De hoeken AOB, BOC,

DOC etc. zijn alle gelijk 2ma2 = 137°30°28”", zoodat opvolgende voerstralen 04, OB, 0C,
etc. den cirkelomtrek in u. en m.r. verdeelen.

‘s



40

Denkt men zich de beide spiralen in de richting van de pool voortgezet, dan zul-
len zij elkander opnieuw snijden en deze snijding zal weder plaats hebben, nadat de-
zelfde divergentiehoeken y en 2= — y door de voerstralen, die in het nieuwe snijpunt
weder even lang worden, doorloopen zijn en waardoor bij verdere voortzetting der
spiralen het systeem van kleine, snel in grootte afnemende, pseudokwadraten ont-
staat, waarop in de vorige § reeds is gewezen. Elk dezer pseudokwadraten moet nu
als een oerprimordium beschouwd worden, waaruit een blad ontstaat, dat dan auto-
matisch de juiste divergentie verkrijgt.

Daar nu de divergentie y gevonden is, kan men daarvan gebruik maken om
de ware lengte van de voerstralen OA4 of OB te bepalen, wanneer één van beide als
éénheid wordt aangenomen. Neemt men bijv. OB = 1, dan geldt de formule

OA — exV+a) _ ,137°3028” v/(1 +a)

en omdat 137°30'28” = 2ra2 wordt dit
Orie= 8211'.'4'\/(1*}-3) > 32.4000-{-1.272 9. 21.1792’

of als

04 =11is OB = —1 = 0.047.
21.1798
Deze verhoudingsgetallen zijn daarom belangrijk, omdat zij als maat kunnen
beschouwd worden van de lineaire verhouding tusschen twee op elkander volgende
bladprimordién in het oerstadium der ontwikkeling.

Bij dit alles is nitgegaan van de onderstelling, dat de grenshoek zou geconstrueerd
worden.

Wij hebben echter gezien, dat de plant niet in staat is den grenshoek zelve nauw-
keurig te construeeren, omdat in de eerste plaats voldaan moet worden aan het prin-
cipe van de loodrechte snijding der log. spiralen en deze met den grenshoek alleen mo-
gelijk is met oneindig kleine bladprimordién, terwijl zelfs het kleinste dezer primor-
dién feitelijk bepaalde afmetingen moet hebben. Het is dus de vraag, welke verande-
ring in het voorgaande moet gebracht worden om de werkelijk bij de plant voorko-
mende termen van de hoofdreeks te construeeren en te berekenen. De limietdriehoek
geeft ook op deze vraag antwoord, want in de formule daarvan behoeft men slechts
voor y in de plaats de benaderingen in te voeren, welke door den betrokken bladstand
bepaald worden, om de divergenties te vinden van de twee elkander loodrecht
snijdende spiralen, welke aan dien bladstand eigen zijn, en zoodra deze gevonden
zijn, kunnen dezelfde berekeningen worden toegepast als boven gegeven om de diver-
gentie uit de log. spiralen te vinden en daaruit verder de verhouding van twee op el-
kander volgende oerprimordién, welke bij de divergentie behooren.

Zoo vindt men voor den bladstand 1/, het daarbij behoorende ,,folium logarithmi-
cum symmetricum” door in de formule

(Va2 + V(1 —a)] =1
a te vervangen door 1/,, waardoor 2
V(22 ey M = |
) Vi

en de tangens van beide spiralen = =
V2

1, dus die hellingshoek zelve voor
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beide spiralen gelijk 45° wordt. De algemeene formule van beide spiralen zal nu

Breas® of = 0. Daar de twee op elkander volgende voerstralen, welke

worden p = ¢
door de divergentie, die hier 180° is, juist in elkanders verlengde vallen, vindt men
als verhouding van de lengte, als de kleinere = 1 is,

PSS P
g 1% — 23.14069.

Vergelijkt men dit getal met de voor den grenshoek gevonden verhouding,
welke zooals wij zagen 'ongeveer 21.18 bedraagt, dan komt men tot het eenigszins
verrassende resultaat, dat het verschil in grootte der oerprimordién zeer gering is.

Daar alle overige bladstellingen van de hoofdreeks minder van den grenshoek
verschillen dan 1/, zullen de toenaderingen daarvan tot de verhouding bij den grens-
hoek gevonden nog grooter zijn. De nauwkeurige berekening daarvan schijnt dus van
weinig waarde, maar het is niet onbelangrijk om de stellingen 1/3, 2/5s en 3/g hier nog in
het algemeen te behandelen. i

Voor den bladstand 1/3 wordt de limietdriehoek

2 2s)? + (v 1 s)2 = 1
’ V'3
derhalve is de tangens van de scheeve hoeken, wat de grootere betreft = Y = 4/2
3

en die van den kleineren = 4/ 1/,, waaruit men voor de hoeken zelve 54°44’ en 35°16’

vindt. De formules van de log. spiralen van dezen bladstand zijn derhalve, wat de
steilere betreft

Otgs4°44’ __ Ov2

o =1 =

en van de minder steile
61
L HDe3ste’ V2

Hieruit kan de divergentie weder op dezelfde wijze gevonden worden als boven,

want daarvoor moet weer gelden

1
(2e—0) —
DV, vz

waaruit

2%
=—6 =26 en 6=-§= 120°,

terwijl de onderlinge verhouding tusschen twee primordién, welke 120° van elkander

staan, gegeven is door

2y TV/2

p=e i r e’/,XZT:\/Z.

Voor den bladstand 2/s5 wordt gevonden voor den limietdriehoek
(V32 + (Vs =1
dus voor de scheeve hoeken is de tangens van den grooteren

Vs

Vs VT 6
\ S
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en de tangens van den kleineren

“V?s
V3/s
dus zijn de hoeken zelf = 50°46’ en 39°14’, zoodat de formules der log. spiralen

0v3/, 0+,
ClE=HC en p=ce

= 4/ 2[3=134/6,

zijn, waaruit bij gelijkheid dezer voerstralen voor de grootte der divergentie ge-
vonden wordt

RV 2r —0) v*,
e =

of
0432 = (2r —0)Vv/ %3
3060 =4n—20
0 =2/s X 27 = 144°,

De onderlinge verhouding van twee op elkander volgende bladprimordién,
welke 144° van elkander staan, is

s X 2104/%/2

o -

Op dezelfde wijze vindt men voor den bladstand 3/ den limietdrichoek
(V' 3e)2 4 (v )2 = L,
dus voor den tangens van den grooteren hoek
V58
V3/s
en voor den tangens van den kleineren
V' 3s = s v/ 15.
De hoeken zelve zijn dus 52°14’ en 37°46’.

= V=134 15

Voor de onderlinge verhouding van twee op elkander volgende bladprimordién
zal voor den bladstand 3/3 moeten gelden.

‘ s X 215
- p=¢ S
De getallenwet, welke hier heerscht, is zoo duidelijk, dat verdere voorbeelden
onnoodig schijnen. :
Zooals men ziet, zijn voor de op elkander volgende bladstanden de hellings-
hoeken der log. spiralen achtereenvolgend

voor 1f,... 45° en 45°

voor 1/3... 54°44’ en 35°16’
voor 2/s... 50°46’ en 39714’ '
voor 3/g... 52°14’ en 37°46’ enz.

dus beurtelings kleiner en grooter dan de logarithmische hoek 51°49’38” en zijn
complement 38°10°22”, maar deze verschillen zijn zelfs voor 1/3, uit een botanisch oog-
punt klein,
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De eerste bijreeks der bladstellingen.

Ofschoon ik hiermede aan het eind ben van de beschouwing van de hoofd-
reeks der bladstellingen is het noodig om nog terug te komen op de constructie
van Churehen van Iterson (lc. pag. 137).

"~ Hetis mij nl. gebleken, dat hun folium logarithmicum zich juist zoo verhoudt
tot de eerste bijreeks als het ,folium aureum’ dit doet tot de hoofdre_eks. De juiste
waarde van de hellingshoeken der twee elkander ook hier loodrecht snijdende spi-
ralen is :

arc tg a ='31°43’2" en arc tg (1 + a) = 58°16’58”,

waarbij nog moet worden opgemerkt, dat de hyperbolische sinus van 31°43'2” — Va
(HN Fig. 1) is, dat is dus gelijk sin 51°69'38” (FG) en = tg 38°10'22” (EA) die beide
ook = 4/ a zijn. Tevens ziet men uit Fig. 1, dat

cot 58°16’568” = cos 51°49'38” = MG = a

is. De formules van de spiralen zijn, wat de steile betreft,

3= Q018 52°16%58” __ (1+a)0

en wat de minder steile betreft

BRa= D131°4327 _ a6

Worden nu deze beide spiralen op dezelfde wijze naar binnen, dus in de richting
van de pool verlengd, zooals dit boven geschied is met het folium aureum, dan ont-
staan daardoor weder een zeer groot aantal gelijkvormige, snel kleiner wordende
pseudokwadraten. De eerste vraag, welke zich nu weer voordoet, is het bepalen van
de grootte van de divergentie tusschen twee op elkander volgende voerstralen, welke
de pool verbinden met de twee op elkander volgende snijpunten der spiralen. Daarbij
kan dezelfde figuur dienst doen en dezelfde redeneering worden toegepast als bij het
»folinm aureum”, en daar elk nieuw snijpunt B; nitgaande van het snijpunt 4, zoowel
langs de steile als de minder steile spiraal bereikt wordt, kan de nieuwe voerstraal
OB ook op twee manieren in de voerstraal 04 worden uitgedrukt, waarbij’de nog
niet bekende divergentie weder als 6 en 2xr — 0 zal moeten worden aangegeven.
Daardoor vindt men

OB — ee(1+a) i 8(21':——0):1’

waaruit
0(1l +a)=@2r—0)a
en
2ar 2r

6: ==
1 + 2a 3 +a

=1/s (5 — 4/ 5)= = 99°306".

Dit is echter de nauwkeurige waarde van den grenshoek van de bladstellingen
van de eerste bijreeks. .

De onderlinge verhoudl:ng van twee op elkander volgende voerstralen, waartus-
schen de grenshoek is gelegen, kan weder berekend worden uit

: (1 +a)27m 2
OAd — ¢ 3+8 _ V5 _ 2809
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en is 16,607, als OB = 1, of

1 D8 g

= 0.0602 voor OA = 1.

De rechthoekige limietdrichoek, welke aan dit folium beantwoordt en waarvan

dus de scheeve hoeken de opgegeven waarden hebben, heeft tot formule
]
l 3+ a

zoodat de twee schuine zijden daarvan zich verhouden als 1 tot 1 + a, dat is als a2

—1—}2:1 of (14+a2+1=3+a,
3+ a
tot a. Dit is de reden, waarom men juist dezen driechoek in iederen kegel van spar of
den zoo gemakkelijk in de parastichen waarneemt, terwijl de benaderde limietdriehoek
van de hoofdreeks daarin eerst te zien is, als men zichrekenschap heeft gegeven van de
ligging van twee op elkander volgende bladeren van de hoofdspiraal.

Daar de lagere termen van de eerste bijrecks zich op overeenkomstige wijze uit
den zooeven genoemden limietdriehoek laten vinden, als boven voor de hoofdreeks
beschreven, is het niet noodig daarbij hier stil te staan.

De overige bijreeksen zijn uit een botanisch oogpunt waarschijnlijk zonder be-
teekenis.

SAMENVATTING.

1°. De rechthoekige limietdriehoek van de hoofdreeks heeft tot rechthoeks-
zijden 4/ a@ en a en tot hypothenuse de éénheid. Van de scheeve hoeken daarvan

51°49'38” = arc tg 4/ (1 4 a) en 38°10'22” = arc tg/ a

is de tweede niet alleen het complement maar tevens de hyperbolische hoek van
den eersten, die den logarithmischen hoek kan genoemd worden. Hierin is het ver-
band tusschen de bladstellingen van de hoofdreeks en de natuurlijke logarithmen ge-
legen.

2°. Indien in het folium logarithmicum, bestaande uit de area begrensd door
twee elkander loodrecht snijdende logarithmische spiralen, deze beide spivalen worden
doorgetrokken, zoowel naar buiten als naar binnen, tot de gemeenschappelijke pool,
dan vevdeelen zij niet alleen de area van het folium, maar ket geheele platte vlak in
een oneindig aantal onderling gelijkvormige, vierhoekige, door vier spiraalbogen be-
grensde pseudokwadraten. '

3°. Kiest men voor de twee spiralen van het folium als constante hellingshoeken
den logarithmischen hoek 51°49’38” en zijn complement 38°10’22”, dan ontstaat het
folium logarithmicum aureum, waardoor het platte vlak, — in dit geval de top van
het vegetatiepunt, — in een groot aantal snel kleiner wordende pseudokwadraten

verdeeld wordt, waarvan de divergentie juist gelijk is aan
2w
2+ a

De voerstralen tusschen de middelpunten van twee elkander in de hoofdspiraal

= 2uva2 = 13723028

opvolgende pseudokwadraten verdeelen den cirkelomtrek dus in de uiterste en mid-
delste reden.
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4°. Vervangt men in de formule van den limietdriehoek

(v a2 + (v/ a2 = 1
a door de termen van de hoofdreeks, dan kan men daaruit de hoeken berekenen, waar-
mede de logarithmische spiralen moeten geconstrueerd worden om het folium te
verk'rijgeﬁ; dat aan de werkelijk voorkomende bladstanden van de hoofdreeks be-
antwoordt. De daarbij tusschen elke twee op elkander volgende pseudokwadraten
verkregen divergenties komen dan weder nauwkeurig overeen met de divergenties
der hoofdreeks, dus met
2x 27 2
— = 180°, — = 120° — X 2r = 144° enz.

2 3 5

Hieruit volgt, dat deze pseudokwadraten als de oerprimordién der bladeren moe-
ten beschouwd worden, in den door Nigeli en Schoute bedoelden zin.

5°. Uit het feit, dat in de natuur alleen benaderingen van den grenshoek voor-
komen, die soms tot in deelen van seconden kunnen gaan, maar meestal daarvan be-
langrijk afwijken, terwijl de loodrechte snijding der spiralen overal wordt aangetrof-
fen, volgt, dat reeds bij den aanleg der bladprimordién de mechanische spanningen
in het vegetatiepunt van grootere beteekenis zijn voor den morphologischen opbouw
der plant dan het logarithmische principe van den groei. Want bij scheefhoekige
snijding der spiralen zou de grenshoek ook bij andere tot de hoofdreeks behoorende
breuken dan 42 kunnen bereikt worden; uit de grafieken van van Iterson
(l.c. Tafel 7), kan men aflezen, welke de daarvoor noodige verhoudingen der blad-
primordién moeten zijn. Eerst bij gelijke, dat is in de constructie met logarithmische
spiralen oneindig kleine, dus in het plantenrijk onmogelijke primordién, zou, bij recht-
hoekige snijding der spiralen, de grenshoek nauwkeurig kunnen bereikt worden.

6°. Worden in het folium logarithmicum van van Iterson (lLc. pag. 137)
de twee spiralen met de hellingshoeken -

58°16’58” = arc tg (1 + a) en 31°16’2" = arc tga

naar binnen en buiten verlengd, dan verdeelen zij het platte vlak in pseudokwadraten,

wier divergentie = = 99°30’6” is, welk getal juist gelijk is aan de limietwaar-

34 a

de van de eerste bijreeks, die dus op eigenaardige wijze met de hoofdreeks samenhangt.
Ten slotte nog een woord van dank aan den heer B. Schuring te Gorssel,
die enkele der gebruikte getallen voor mij in een groot aantal decimalen heeft uitge-

rekend, en met wien ik vele nuttige gesprekken over mijn onderwerp had.

Gorssel, 15 Juni 1927.
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Over de legboor van Aphilothrix radicis
' Fabr.

Tijdschrift voor Entomologie, Deel 20, Jrg. 1876—77, p. 186—198.

I l et geraamte van het achterlijf dezer galwesp is op de volgende wijze sa-
mengesteld.

Vooreerst is het welbekend dat er bij de Cynipiden, even als bij vele andere
Hymenoptera, eene diepe insnoering tusschen thorax en abdomen is gelegen, eene
insnoering die bij nader onderzoek de eerste achterlijfsring blijkt te zijn. Deze ring
bestaat uit één enkel stuk (fig. 1 en 2) en heeft een harden en dikken wand, waar-
door hij een uitnemend bekleedsel vormt voor de talrijke gewichtige organen, die door
zijne nauwe holte in het achterlijf binnendringen.

Door de zeer aanmerkelijke afmetingen, die de tweede ring bereikt, vormt hij een
scherp contrast met den voorgaanden; even als de 5 volgende achterlijfs-segmenten
bestaat hij uit een grooter dorsaal en een kleiner ventraal gedeelte (fig. 1, 2d en 2v).
Aan iedere zijde van het dorsale stuk ligt een rossig haarbosje (fig. 1 en 3k). De drie
volgende ringen bieden geen meldenswaardige bijzonderheden aan. Zoo als bij alle
achterlijfsringen, zijn ook hier de rugstandige deelen aanmerkelijk grooter dan de
buikstukken, die door de eersten ten deele omsloten worden; vooral wanneer het
insect de eieren legt is daardoor van het ventrale deel slechts zeer weinig te zien (fig. 3),
behalve van den éden ring die door het legboor-apparaat naar beneden wordt ge-
drukt. De eigenaardige vervorming die de laatstgenoemde ring heeft ondergaan (fig. 2)
staat in verband met zijne functie om als onderst sluitstuk te dienen van de wijde
genitaal-opening, die geheel buikstandig is en aan de andere zijde begrensd wordt door
het ventrale deel van ring 7 (fig. 4). Twee kleine staafjes (fig. 2, a.v.) zijn op 't uiteinde
ingeplant; door een vlies zijn zij verbonden en aan de buitenranden behaard. Ik
heb gezien, hoe eene andere welbekende galwesp (Cynips quercus folii L.) van deze
staafjes gebruik maakt bij het afzetten der eieren. In het begin van Maart zag ik n.l.
het genoemd insect de nog volkomen gesloten kunoppen van Quercus pedunculata
nauwkeurig onderzoeken. Met den kop naar de punt van den knop gekeerd schoof het
met de genoemde buikstaafjes, door eene eigenaardige beweging van het achterlijf
zoo lang heen en weer, tot zij juist onder een der knobschubben aanlandden, deze iets
ophieven en zoo toegang verschaften aan de fijne legboor, om het jeugdig blaadje,
tusschen de knopschubben verscholen, te bereiken. De naam van ,buiktasters’ voor
deze staafjes scheen mij daarom niet ongeschikt.

Eindelijk moet ik nog wijzen op de twee kleine oogvlekjes (fig. 2, o) die het uit-
einde van den ring versieren en bijv. bij Cvnips Kollari Hart. zeer in 't oog loopend

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften; Zesde Deel. 4
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zijn, ook zonder beschadiging van het lichaam. Het laatste segment van het abdomen
dat door den anus A4 (fig. 1 en 4) nitgang aan het darmkanaal verschaft, is door den
7den ring omsloten, (fig. 4, 7d en 7v). Het aan den rug gelegen stuk van dezen ring
is van den gewonen vorm, maar het ventrale deel is uiterst klein en eerst bij nauw-
keuriger onderzoeking te vinden; het stelt als 't ware het verband daar tusschen de
twee quadratische platen, die nader zullen worden beschreven (fig. 3,0 en fig. 6),
en het vormt, om hier nog bij herhaling op terug te komen, het analogon van het
perineum der zoogdieren. Nog moet ik hier eene physiologische bijzonderheid ver-
melden, die de beschouwing van het achterlijf mij ophelderde. Het is bekend dat
vele galwespen (zoo ik mij niet bedrieg doen allen het) een eigenaardigen reuk ver-
spreiden, die vooral bij aanraking als de dieren angstig worden zeer sterk is; bij geene
soort nam ik dit verschijnsel in hooger mate waar dan bij Aphilothrix Radicis en
Andricus terminalis. Over den aard der afgescheiden stof is niets bekend; de verge-
lijking met mierenzuur is zeker onjuist; de geur stemt het meest overeen met die van
zekere terpenen. ‘

Nu bleek het mij al spoedig dat de sterkst riekende individuen overal op de
achterlijfsringen, maar vooral eenigszins naar de buikzijde, met kleine olieachtige
droppeltjes waren bedekt; na cenig zoeken vond ik die droppeltjes ook tusschen
de ringen gelegen, en het vermoeden is nu zeker niet al te gewaagd, dat hier aan
eene afscheiding moet gedacht worden, geheel te vergelijken met die van het bijen-
was (mijn onderzoek bepaalde zich tot Aph. Radicis).

Plaatst zich het insect in de houding om de eieren af te zetten (fig. 3), dan heeft
er eene verschuiving plaats van de ringen van het achterlijf onderling, zoodanig dat
de anders zoo moeielijk te tellen 1) ringen 5, 6, 7, nu, wat hunne dorsaaldeelen aan-
gaat, gemakkelijk zichtbaar worden; daarentegen omvatten de meer naar voren
gelegen rugringen een zoo groot deel der buikvlakte dat deze ten deele onzicht-
baar wordt.

De oorzaak dezer verschuiving bestaat nu juist in de spiercontractie, welke de
toenadering der ringstukken ten gevolge heeft. Natuurlijk wordt hierbij alles wat in
het achterlijf eene kleine verplaatsing toelaat, zooals het bloed, de eierstokken enz.,
zoover mogelijk naar achteren gedreven, en daardoor de uitstulping van het geweldig
groote geslachtsapparaat te weeg gebracht. Reedsaan Marcello Malpighi?2)
was de sterke verandering die de lichaamsgedaante daarbij ondergaat bekend,
en hij geeft daarvan-eene verdienstelijke afbeelding.

Met weinig moeite gelukt het om door voorzichtige samendrukking van het ach-
terlijf ook aan het gedoode lichaam de bedoelde legbooruitdrijving op te roepen.
In dezen nieuwen toestand, is het nict moeielijk twee nieuwe chitine-platen te ont-
dekken, die zich in-het verlengde der rug-segmenten plaatsen en onder gewone
omstandigheden geheel in het lichaam verborgen liggen. Zij heeten de ,langwer-
pige” en de ,,quadratische plaat” (fig. 3,0 en Q). Deze namen zijn sedert lang in ge-

1) Lacaze Duthiers, dieeven als ik Aphilothrix Radicis onderzocht doch meent
dat Cynips quercus folii dezelfde soort is (pag. 27), zegt: ,Malgré les dissections les plus
attentives et les plus minutieuses je n’ai pu compter les tergums’ (rugringen) etc. (Ré-
cherches sur l'armure génitale femelle des insectes. Paris 1853).

2) Opera ommnia. Lugd. Bat.' 1687. De Gallis.
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bruik voor de overeenkomstige deelen bij de angeldragers, waar zij den vorm der
deelen aanwijzen, hetgeen hier volstrekt niet het geval is. De beide platen zijn
onderling verbonden door de (in fig. 3 onzichtbare, in fig. 4 en later, door H aan-
gewezen) ,hoekplaat’” (Winkelplatte der Duitsche beschrijvingen). Met hare weder-
‘helften-van de andere zijde vormen zij eene soort van kielvormig lichaam, dat aan
het naar onder gekeerde hoekpunt de angelbasis draagt (fig. 4).

Ik kan niet nalaten hier er op te wijzen hoe de vorm van al deze platen em de
aanhechting’ van de legboor zelve, goede kenmerken voor de classificatie zullen
opleveren.

Neemt men nu voorzichtig het geheele angel-apparaat uit het lichaam en
snijdt men de vliezige verbinding tusschen de rechter, en linkerhelft geheel door,
't geen zonder ruwe beschadiging wél gelukt, dan kan men een nauwkeuriger beeld
van het geheel verkrijgen zoo als dit in fig. 5 is voorgesteld. Vergelijkt men die
figuur met fig. 4 dan blijkt daaruit dat de langwerpige plaat O binnen in het lichaam
bij U vrij eindigt, dat echter de binnenste chitine-lijst langzaam‘samenvloeit met
de hoekplaat H. Twee andere lijsten, o en a fig. 4 en de randlijst verloopen over
de breede vlakte van het eigenlijk lichaam der langwerpige plaat en vloeien samen
in een verlengstuk aa, dat met eenig recht ,anaal-taster’” zou kunnen genoemd
worden; de inkeeping bij 7 en het vliezig bandje v zijn kenmerkend. De kleur van
dit orgaan is zeer intens bruin en de oppervlakte is kortborstelig. De hockplaat H
is vooral aan de randen verdikt, nabij de basis is een chitine-arm veld; zij is door
het gewrichtra met de oblonge plaat, door d met de quadratische plaat en door -
met het straks te beschrijven stylet verbonden (fig. 4,s en fig. 5,5). De vorm van
de quadratische platen eindelijk is het best door vergelijking van de figuren 4 en 6
te leeren kennen. Terwijl de langwerpige platen door rijke chitine-afzetting sterk
verhard zijn, zijn de quadratische platen meer van vliezige natuur en minder don-
ker bruin gekleurd; de lijst /.d. en de chitineverdikking % (fig. 7) vallen het meest
in 't oog; de genoemde chitinelijst voert naar de gewrichtspan d (fig. 6) waar de
aansluiting met de hoekplaat tot stand komt. Aan het andere uiteinde dragen de
quadratische platen de staafjes ¢, die door een chitine-stuk (¢ck) dat met het ven-
traal deel van den 7den ring vergroeid is, zijn verbonden. Eene duidelijke beharing
bewijst dat ook zij ten minste met hunne randen aan de lichaamsoppervlakte liggen,
hetgeen nog ten overvloede wordt aangetoond door de éénledige tasters ¢. De voor-
naamste spieren die bij de beweging van de legboor in ’t spel komen, zijn allen aan
deze plaat vastgehecht, en door hare bewegelijke ligging in het vliezig deel der li-
chaamsbeKleeding wordt de vervulling van de belangrijke rol, die zij bij de voort-
beweging der eieren door het nauwe angelkanaal speelt, mogelijk gemaakt.

Voor het juiste begrip van den bouw der eigenlijke legboor is het noodig een blik
te slaan op hare ontwikkeling. Het lichaam der Hymenoptera-larven bestaat met den
kop daaronder begrepen uit 14 segmenten. De 4 segmenten die op den kop volgen,
worden zooals algemeen bekend is, verbruikt tot vorming van den thorax der vol-
komen insecten. Hierdoor blijven er 9 ringen over voor het abdomen. Van dit 9-tal
zijn er bij Aphilothrix Radicis zoo als boven bleek 7 gemakkelijk terug te vinden,
alleen de le die tot 't steeltje van het achterlijf is geworden en de laatste die den
anus omgeeft ('t anaal-blaasje) leveren eenig bezwaar. Nu is uit de onderzoekingen
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van Ouljaninil), Kriapelin2 en Dewitz3) overeenstemmend gebleken
dat op de 7e en 8e achterlijfsringen, tegen den tijd dat de larve in poptoestand over-
gaat, een 6-tal papillen zichtbaar worden; ddaruit, en uit de ventraaldeelen der be-
trokken ringen, ontstaat later het geheele geslachts-apparaat, en wel wat de in-
wendig gelegen deelen betreft, door woekering naar binnen (eierstokken, giftblaas,
giftklier, smeerklier), wat daarentegen de uitwendige aanhangselen aangaat door
woekering naar buiten (het legboor-apparaat). Het aantal der genitaalpapillen
bedraagt, zoo als boven werd gezegd, 6. Hiervan zijn er 4 op den 8n, de twee an-
deren op den 7x ring geplaatst. Nu plaatsen zich de 4 papillen van op één na den
laatsten ring zoodanig, dat weldra de 2 middelsten daarvan tot één onparig stuk ver-
groeien, de angelgoot (fig. 4 en 7,g), terwijl de beide woekeringen van den 7z ring
zich verlengen tot de twee styletten of steekborstels (fig. 4,s) die over twee ribben
op de angelgoot kunnen heen en weér schuiven, zoo als straks nader zal blijken. Het
is dus buiten allen twijfel, dat de 4 genoemde angeldeelen volkomen homoloog
zijn met andere segment-aanhangsels zoo als de vleugels, de pooten of de sprieten.
Wat er wordt van de twee andere papillen op het 8e achterlijfssegment en waar-
aan de andere deelen van de legboor hun oorsprong ontleenen, is nog niet volko-
men vastgesteld, en omtrent het verschil van meening dat te dien opiichte heerscht
(Dewitz p. 198, Krdapelin p. 320), kan ik niet nalaten nog het volgende op
te teekenen.

In de leerboeken der zoologie wordt gewoonlijk de volgende morphologische
waarde aan het angel-apparaat toegekend: de schrijvers stellen zich voor, dat er
eene metamorphose van ringen heeft plaats gehad, zoo diep ingrijpend dat daardoor
het werktuig in quaestie ontstond. Het eerst werd eene dergelijke verklaring weten-
schappelijk begrond door Lacaze Duthiers4)); zij schijnt geheel in overeen-
stemming met het verdwijnen der 7e en 8e ringen; eene vergelijking toch der 7 ach-
terlijfsringen van het volkomen insect met de 9 abdominaal-segmenten der larven
toont dit verdwijnen genoegzaam aan. Toch is de opvatting in dezen vorm onjuist,
zoo als de ontwikkelingsgeschiedenis aan bovengenoemde onderzoekers heeft ge-
leerd. Zij hebben n.l. gezien hoe reeds in de poptoestand de ventraal-deelen van deze
ringen zich terugtrekken onder het buikschild door den 6z ring gevormd, daarbij
geheel rudimentair wordende (volgens Dewitz bij Cryptus) of voor een deel
bijdragende tot vorming der hoekplaten en andere deelen (Kria pelin), terwijl
de dorsaal-stukken zich even zoo terugtrekken, van buiten niet zichtbaar zijn en
als smalle rudimentaire, chitine-arme vliezige banden een deel uitmaken der rug-
bekleeding (fig. 4,xy). k

Ik keer nu tot den bouw van den angel in volwassen toestand terug. Ofschoon
daarvan slechts 3 deelen zijn waar te nemen, die op eigenaardige wijze met elkaar
samenhangen, is het toch uit de bovengenoemde ontwikkelingsgeschiedenis geble-
ken, dat het oneven stuk uit de vergroeiing van twee onderdeelen is ontstaan, en

1) Zeitschr. f. wissensch. Zoologie. 1872 (Ref.).

2) Ibid. 1873 pag. 289. Untersuchungen iiber den Bau, Mechanismus u. Entwickelungs-
geschichte des Stachels der bienenartigen -Thiere.

3) Dewitz Uber Bau u. Entwickelung des Stachels etc. Zeitschr. f. Wissensch.
Zoologie. 1875, pag. 174.

4) Récherches sur l'armure génitale femelle des Insectes. Paris 1853.
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het is daarom niet verrassend, bijv. in 't geslacht Tenthredo de geheele zaag uit 4
vrije deelen samengesteld te vinden. Vervolgt men deze angelgoot tot aan het punt
van aanhechting in het lichaam, dan blijkt zij alleen samen te hangen met de lang-
werpige plaat, maar daarmede is zij door twee verschillende inrichtingen verbon-
den. Vooreerst (fig. 5) draagt haar sterk gezwollen en met een traliewerk te ver-
“gelijken uiteinde aan de beide zijden een klein gewrichtshoofd 4, dat in de uithol-
ling van den sterk verdikten chitine-rand der oblonge plaat past, maar verder wor-
den er twee ,chiline-bogen’’ B. (fig. 5) gevonden, die blijkbaar de voortzetting
zijn van den hier eindigenden rand der oblonge plaat en in de goot overgaan; ver-
vblgt men ze tot zoo ver dan ziet men hoe de beide bogen (in de figuur zijn zij even
als de geheele kleppentoestel uit elkander geslagen) aan de naar elkaar toegekeerde
vlakten met borsteltjes zijn begroeid, waardoor zij als 't ware in elkander haken op
dezelfde wijze als de voor- en achtervleugels der wespen en bijen. Verder naar ach-
teren blijken zij het te zijn, die de twee ribben of railvormige stukken (fig. 5 en 7,7v.)
waarover de styletten heen en weér glijden, vormen. Uit fig. 7, die eene dwarse
doorsnede van den geheelen angel is, is de gedaante van het gootvormig stuk in
het verder ‘'verloop te bepalen. Van de vergroeiingslijn der oorspronkelijke onder-
deelen is niets meer zichtbaar en eene (met bindweefsel los gevulde) holte H’ ver-
loopt door hare geheele lengte; aan het vrije uiteinde is zij naar beneden gebogen
(fig. 4,g), n21et doorboord en van 3 zwakke kerfjes voorzien (fig. 3), eene merkwaardige
eigenschap der Cynipiden, wanneer men bedenkt dat bij alle andere daarop onderzochte
Vliesvleugeligen juist de styletten van weerhaken of insnijdingen zijn voorzien en
het gootvormig stuk geheel gaaf blijft. In de holte H’ zijn twee fijne tracheén ge-
legen. De vorm der styletten of steekborstels (fig. 7,s) is ook het best uit de dwars-
doorsnede af te leiden. Het blijkt dat ook zij geheel hol zijn zonder echter aan het
eind doorboord te wezen; in het dus gevormd kanaal is ééne luchtbuis gelegen. De
verbinding der styletten met het inwendig geraamte is zeer merkwaardig. Uit fig.
S toch blijkt dat elk stylet uit een versmelting van 3 fijne staafjes bestaat, waarvan
2 (fig. 5) vrij in 't lichaam eindigt, terwijl 1 en 3 samenhangen met het hoekstuk /%;
het gewrichtshoofd van 1 vertoont beharing. Na hunne versmelting vormen zij
aanvankelijk één smal plaatje, dat eerst op eenigen afstand van de plaats der in-
planting de eigenaardige gedaante krijgt die in fig. 7 is afgebeeld op de dwars door-
snede. A
Men ziet in deze figuur hoe aan de bovenzijde der styletten cene groeve of gleuf
aanwezig is, welke nauwkeurig past op de ribbe van het gootvormig stuk en alleen
daarlangs kan verschuiven zonder dat eene zijdelingsche verplaatsing mogelijk is.
' Geen spoor van twijfel kan er bestaan omtrent den weg dien het ei moet volgen,
ofschoon hierover langen tijd onzekerheid heeft geheerscht. Boven is n.l. opge-
merkt dat de holten H’ en hk (fig. 7), die respectieveiijk de angelgoot en de styletten
doorbo;'en, met bindweefsel zijn gevuld en bovendien blind eindigen; er blijft dus
niets anders over dan het kanaal %, boven door de goot, terzijden door de steek-
borstels begrensd. Mocht men hiertegen eenig bezwaar maken op grond van de
uiterste fijnheid van dit kanaal (de teekening 7 is naar 650-malige lin. vergrooting),
dan bedenke men hoe alle galwespeieren (ook die der inquilinen) van lange stelen
zijn voorzien (het eerst door Hartig waargenomen), die in een blaasje eindigen
, waardoor de ei-inhoud verplaatsbaar is, en dat verder door de wijze van aanhech-
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ting der styletten eene zwakke draaiing daarvan om de ribben en dus eene verwijding
van het kanaal 2 mogelijk is.

Van den bouw der eigenlijke voortplantingswerktuigen, die der eierstokken als
bekend veronderstellende, moet ik thans nog melding maken van de bijkomende
klieren. Zoo als bij alle daarop onderzochte Vliesvleugeligen, bezitten ook de galwes-
pen eene giftklier (fig. 84, glv.) die bij oppervlakkige microscopische beschouwing
volkomen op een Malpighisch vat gelijkt. Vergroot men echter een gedeelte sterk
(fig. 8,B) dan verkrijgt men eene geheel andere uitkomst.

Het kanaal dat men geneigd was te houden voor eene holte, door celuiteenwijking
gevormd, blijkt een bruinachtig cylindrisch buisje te zijn (B,) van chitine, waarin
een groot aantal zeer korte zijkanaaltjes uitkomen, die afkomstig zijn uit druiven-
trosvormige secundaire kliertjes, welke het secreet afzonderen (het eerst bij andere
Hymenoptera in 1846 door Meck el gezien). De afgescheiden stof vloeit nu naar de
giftblaas vs, die met het boven beschreven angelkanaal in verband staat; bij het leg-
gen van elk ei wordt een droppeltje dezer vloeistof door het kanaal geperst en daar-
door het ei ongetwijfeld vooruitbewogen. Verlaat het ei het kanaal, dan wordt
het achterna gestuurde droppeltje zichtbaar, een verschijnsel dat reeds aan Ma l-
pighi bekend was. Bij individuen van Cynips Kollari, die in Augustus uit hunne
gallen waren gekomen, gelukte het mij om door drukking van het achterlijf de vloei-
stof uit de zeer groote giftblaas zonder beleediging van het insect voor den dag
te brengen. Zij trad als eene gelei naar buiten, die spoedig aan de lucht verdroogde
tot een volkomen doorschijnend glashelder staafje. Zure of alcalische reactie bespeurde
ik niet 1); onder de huid veroorzaakte het geen irritatie en op de tong bleek het
smakeloos te zijn; deze eigenschappen komen niet overeen met het vergif der Acu-
leaten 2), maar hoe de verhoudingen in het vroege voorjaar zijn, wanneer de insecten
hunne eieren afleggen, kan ik nog niet beoordeelen. Dat nu een dergelijke giftdroppel
ook in het weefsel der planten bij het onderbrengen der eieren wordt gevoerd, is
zeer natuurlijk, maar het komt mij tegenwoordig eenigszins twijfelachtig voor of zij
bij de Galwespen de eenige werkende oorzaak is bij de galvorming, terwijl dit voor de
Zaagwespen hoogst waarschijnlijk wel het geval is; hierover echter elders.

Ten laatste blijft mij nog over, eene andere accessoire klier, die bij de Hy-
menoptera algemeen voorkomt, te gedenken. Het is de zoogenoemde smeerklier.
Hier moet ik op eene bijzonderheid wijzen, waardoor de Galwespen een eigenaardig
standpunt innemen; bij vergelijking met de andere verwante groepen. Overal in
anatomische beschrijvingen vindt men n.l. vermeld, dat de smeerklier onparig
voorkomt, terwijl het mij voor 3 verschillende soorten van Galwespen is gebleken
dat zij daar parig is en wel zich voordoet in den vorm van twee zeer kort gesteelde
melkwitte zakjes die aan de angelbasis uitmonden (fig. 8, gl.s). De inhoud dezer
klieren was in Augustus en September een groot aantal geelachtige moleculen,
zoo groot dat de Browniaansche beweging daarvan nauwelijks zichtbaar was. Of
zij werkelijk er toe dienen om de ribben van de angelgoot te smeren, opdat de steek-

1) Latere aanteekening. Deze galwesp vond ik in den aanvang van Mei hare eieren
leggende in gesloten knoppen; toen ik een giftblaasje, dat nog slechts weinig inhoud be-
vatte, op blauw lakmoespapier verscheurde, werd dit rood. .

2) Volgens Doenhoff (Bienenzeitung XIV, 17) is dit eene solutie van eiwit in

mierenzuur.
L
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borstels gemakkelijk daar langs zouden kunnen schuiven, laat ik in het midden,
zoo als ook de chemische eigenschappen der afgescheiden zelfstandigheid, aan wier
vetnatuur ik evenzeer twijfel als aan die van het dusgenoemde , vetlichaam’ der
insecten. ;
_De bewegingen die de geheele uitwendige legboor kan volbrengen zijn veel-
) zijdig. Behalve eene verplaatsing der deelen onderling, waarop boven herhaaldelijk
werd gewezen, kan het geheele werktuig eene draaiing om zijne lengte-as ondergaan,
die zeer aanmerkelijk is (hiertoe dient de spier van fig. 4, M, die boog en quadratische
plaat verbindt); verder eene zwakke buiging naar rechts en links (door eene spier N,
die het gewrichtshoofd van het helmvormig stuk der goot met den boog verbindt).
Deze bewegingen worden geregeld door de twee elastische plaatjes EE’, die van het
'genoemde helmpje uitgaande, zich inplanten op de hoekplaat en de langwerpige
plaat. De spieren M, N en O zijn de gewichtigste motoren van de steekborstels met
behulp van de hoekplaat. Het is toch duidelijk dat wanneer de spieren O en M zich
samentrekken terwijl N nalaat of verslapt, dat dan de hoekplaat rondom het ge-
wricht a zal draaien en het daaraan bevestigd stylet s zal worden naar binnen getrok-
ken, en omgekeerd. De uitstulping van de geheele legboor wordt, zoo als in den
aanvang reeds werd aangeduid, niet door directe contractie van daartoe aangewezen

spieren, maar indirect door verplaatsing van den lichaamsinhoud bewerkt.
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Verklaring der Figurenl).
Allen ontleend a.z;n Aphilothrix Radicis Fabr.
Fig. 1. Het achterlijf van terzijde. — De nummers duiden de rangorde der ringen aan;

d dorsaal-, ». ventraal-deelen.
a.v. Buikstaafjes van den zesden 1ing.
a.a. Taststaafjes van de langwerpige plaat.
A. Anus. )
h. Haarbosje van het dorsaal-deel van ring 2.

Fig. 2. Ventraal-deelen der 6 eerste achterlijfsringen vlak uitgespreid.
o. Oogvlekjes.
1. Het eerste ringvormige segment bekleedt het steeltje; de dwarslijn beduidt de ver-
deeling in dorsaal en ventraal gedeelte. k

Fig. 3. Houding der galwesp bij het leggen der eieren.
O. de langwerpige plaat.
Q. de quadratische plaat.
H. de hoekplaat.

Fig. 4. Schema van het achterlijfsgeraamte. .
x#.y. De dorsaal-stukken van de rudimentaire achterlijfsringen, wier ventraal-deelen
het legboor-apparaat hebben helpen vormen.
A. De anus.
ch. De chitine-lijst die de staafjes ¢ der quadratische platen verbindt.
¢t. Taststaafjes der quadratische plaat.
t’. Eenledig tastervormig aanhangsel.
d. Gewricht tusschen hoekplaat en quadratische plaat.
v. Elastisch vliesje tusschen quadratische en langwerpige plaat.
a. Gewricht tusschen hoekplaat en langwerpige plaat.
g-g.€. De angelgoot.
s.s.s. De steekborstel.

Tig. 5. Aanhechting van de legboor aan hoek- en langwerpige plaat.
U. Uiteinde der langwerpige plaat in het lichaam. De binnenrand vloeit samen met
de hoekplaat.
Steekborstel uit 3 staafjes vergroeid 1, 2, 3.
De bogen die naar onder overgaan in de
ribben van het
gootvormig stuk,
het helmpje,
h’h’. de gewrichtshoofden daarvan met de langwerpige plaat.

>n x WY

z.  Dwarslijst analoog met het zoogenaamde ,,vorkbeen” der overige Hymenoptera,
hier ontbrekend.

TFig. 6. De quadratische platen, naar buiten uitgeslagen.

Fig. 7. Dwarsdoorsnede van den angel. .

H’.h.h. de holten die bindweefsel en tracheén voeren. (Vergrooting 650).
g. De goot uit twee stukken vergroeid.
S. De styletten met groeven voor het opnemen der ribben 7.

Fig. 8. A. De giftklier (gl.v.) en de smeerklier (gls.).
vs. De giftblaas.
B. Stukje der giftklier vergroot.

1) In de verschillende figuren zijn de overeenkomstige deelen door dezelfde letters aan-
gewezen; voor de hier niet verklaarde letters, zie men den tekst.






Voordracht over de bacterién der
wortelknollet]es

Verslagen en Mededeelingen Kon. Akademie van Wetenschappen, ‘Afd. Natuurkunde,
Amsterdam, 3de Reeks, Deel IV, 2de Stuk_, 1888, blz. 300. (Proces-Verbaal Verg. van
26 November 1887). .

3 )e Heer Beijerinck handelt over de uitwassen aan de wortels der Pa-

pilionaceeén, Elaeagnaceeén, van Alnus enandere planten, en betoogt dat zij

=

hun ontstaan te danken hebben aan de aanwezigheid van zeer kleine bacterién, in
de cellen van den meristeemgordel zeer goed te onderscheiden, doch die, na in diepere
lagen te zijn doorgedrongen, hunne beweging verliezen en in bacteroiden veran-
deren. De meer en meer veldwinnende meening, dat deze laatsten eene soort van
aleuronkorrels zijn, wordt dus door hem verworpen. De spreker heeft grond voor het
denkbeeld, dat de bedoelde bacterién uit den bodem, waar hij ze eveneens aantrof,
de wortelharen binnendringen, en zich langs dezelfde openingen der celwanden ver-
spreiden, waardoor het protoplasma der cellen met elkander in verbinding staat.
Het gelukte hem de bedoelde bacterién op daartoe ingerichte gelatineplaten voort
te kweeken. !
De Heer Forster waarschuwt tegen de opvatting, alsof bij streepkulturen
in de verkregen strepen altijd slechts ééne soort van bacterie te vinden zou zijn, en
prijst eene andere methode van werken aan, hierin bestaande, dat men de te kweeken
bacterién met de halfvloeibare voedingsvloeistot dooreenmenge. Bij het spoedig
daaropvolgende stollen, ontstaan dan op eene menigte verspreide punten kolonién
van bacterién, op wier zuiverheid men, daar zij van de lucht zijn afgesloten, beter
bouwen kan. De Heer Be jjerinck verklaart, dat eene dergelijke opsluiting van
bacterién, ook door_hem beproefd, deze in hare vermenigvuldiging sterk belemmert,
en kan niet toegeven dat de streepkulturen bij zijne proeven hem ooit min gunstige
uitkomsten hebben opgeleverd. Aan de gevonden bacterie in de vroeger genoemde

wortels, werd door den spreker den naam van Bacterium radicicola gegeven.

4y 2
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Over een middel tegen de ,,zonnebarsten’
van beukenstammen.

Tijdschrift der Nederlandsche Heidemaatschappij, Zwolle, Iste Jaargang, 1889,
blz. 114—116. .

Aan iederen wandelaar langs de straatwegen en door de bosschen in Gelder-
land is het.bekend, dat de schors van beukeboomen, aan de zuidzijde der stam-
men, vooral nabij den grond, zeer vaak onderhevig is aan openscheuren, gevolgd
door afsterven. Men merkt het verschijnsel in het bijzonder op, op die plaatsen,
waar weinig luchtbeweging is, bijv. door de nabijheid van beschuttend boschgewas,
dat echter te ver af staat om de stammen te beschaduwen. Hooger in de boomen,
waar de kroon de zonnestralen verhindert op de schors te schijnen, splijt deze nim-
mer open, en dit geschiedt evenmin in de dichte bestanden, waar de boomen elkander
onderling beschermen. Dat de scheuren vooral aan den rand van de straatwegen en
de breedere boschpaden zoo veelvuldig zijn, moet niet uitsluitend worden toege-
schreven aan de directe werking van de invallende stralen, maar tevens aan de
warmtestralen, welke door den grond tegen de stammen gereflecteerd worden.

De zonnebarsten zijn niet alleen nadeelig doordat zij een groot deel van de
schors, — dat is het belangrijkst levende gedeelte van den boom — vernietigen,
maar eveneens omdat het doode schors- en houtweefsel, dat daardoor ontstaat,
een vruchtbare bodem is voor houtbedervende parasitische zwammen, diec eenmaal in
den boom genesteld, de stammen geheel doorwoekeren en voor timmerhout vol-
komen ongeschikt maken.

Dat de beuk veel meer dan de meeste andere boomen aan de zonnebarsten
onderhevig is, hangt samen met de zeer geringe dikte van de beukeschors, die in
den loop der jaren, terwijl de stam voortdurend dikker wordt, deze als een vlies van
nagenoeg onveranderde dikte en gladde oppervlakte nauwsluitend blijft omspannen.
Het levende cambium, waaruit het hout ontstaat, is dientengevolge door een laagie
van slechts weinig millimeters van de buitenlucht gescheiden en staat daardoor bloot
aan een overmatige en doodelijke verwarming door de niet getemperde zonnestralen.

Wetende, dat de beuk in den natuurstaat een boom is die bij voorkeur tegen de
koele en vochtige berghellingen groeit en steeds door gezelligen wasdom aaneenslui-
tende bestanden vormt, worden de laatstgenoemde bijzonderheden wel eenigszins
verklaarbaar. Bovendien leert de opmerkzame waarneming van andere boom-
soorten dat gladstammige boomen met dunne schors, tot geheel andere soorten be-
hoorende, even als de beuk bijzonder gevoelig zijn voor de werking der zonnestralen.
Ik wil bijv. wijzen op den gewonen eschdoorn (Acer Pseudoplatais).

Toen ik mij de vraag stelde, welk middel tegen de zonnebarsten wel zou kunnen

BNy L
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worden toegepast, trachtte ik het antwoord te verkrijgen van de natuur zelve. In
welk opzicht, zoo vroeg ik mij af, verschillen de stammen die niet onderhevig zijn aan
zonnebarsten, terwijl zij op'dezelfde plaatsen groeien waar de beuk dit wel is, van
die der laatstgenoemde boomsoort? Door welk middel beschut de natuur de alleen-
staande boomen, die niet juist zooals de beuk in dichte bestanden behoeven te groeien,
tegen de zonnebarsten ? =T :

De eik en de berk schijnen het meest geschikt om zulke natuurlijke beschuttings-
middelen te leeren kennen, zij zijn de twee volgende: Bij den eik sterke dikte-groei
van de schors, onder vorming van een zeer dikke afstervende kurkhuid, die met de
jaren niet in zijdelingsche richting aangroeiende, door de dikker wordende hout-
cylinder spleten en kloven verkrijgt, waaraan de eik zijn welbekende ruwheid te
danken heeft. Dit ruwe pantser beschut het teedere daaronder gelegen cambiuin niet
alleen tegen de knagende tanden der viervoeters, maar tevens tegen den zonne-
brand. Bij den berk is het middel van een geheel anderen aard: een sneeuwwit
vlies kaatst het licht en de warmte zoo volkomen terug, dat het onderliggende levende
weefsel koel blijft en niet aan het gevaar van een doodelijke temperatuurstijging, ge-
volgd door uitdrogen, bloot staat. Later, als de berkestam ouder wordt, komt ook
nog de ruwe kurkschors te hulp. )

Voor een praktische navolging scheen alleen de wijze waarop de natuur den berk
beschut vatbaar. Was de gevolgtrekking goed, dan moest het witmaken ook de beuke-
stammen kunnen beschutten. Ik heb daarop bij verschillende personen, die met
boschbouw en boomteelt vertrouwd zijn, bericht ingewonnen en algemeen gehoord,
dat wit gekleurde beukestammen, zoo veelvuldig in lanen ter wille der paarden aan-
wezig, nimmer met zonnebarsten worden gezien. Daar ik nu bovendien v66r geruimen
tijd van afzonderlijke proeven gewag gemaakt heb gevonden, welke geheel onafhan-
kelijk van mijn gevolgtrekking tot het besluit hadden gevoerd, dat de witte kleur
werkelijk de beukestammen beschermen kan, zoo geef ik aan alle belanghebbenden
met vertrouwen den raad, de gezonde stammen dev juist geplante jonge beuken, voor
zoover zij op de aangeduide gevaarbrengende plaatsen gezet worden, van den grond tot
daar waar de kroon den stam beschaduwt, met witkalk te laten wittenn. Het gebruik
van lood- en zinkwit moet natuurlijk worden vermeden.

Eigenlijk zou het kalken alleen aan de zuidzijde noodig zijn, maar het is voor-
zichtiger ook de andere zijden te bestrijken. Zijn de zonnebarsten reeds aanwezig,
dan is het wel is waar zeer wenschelijk, die, in overecenstemming met het gebruik,
met teer te bestrijken, om de bovengenoemde houtparasieten den toegang onmogelijk
te maken. Maar door het teren wordt het gevaar voor het ontstaan dev zonnebavsten ver-
groot, omdat de donkere kleur tot nog sterker verwarming en uitdroging aanleiding
geeft dan het grauw van den stam. Het is dus dubbel wenschelijk ook de geteerde wond-
viakten dev beukestammen docr een dikke laag witkalk te beschermen.




Over ophooping van atmospherische stikstof
in culturen van Bacillus radicicola.

Verslagen en Mededeelingen Kon. Akademie van Wetenschappen, Afd. Natuurkunde,
Amsterdam, 3de Reeks, Deel VIII, 1891, blz. 460.

Terwijl ik in vroegere mededeclingen moest vermelden, dat het mij niet was gelukt

een winst aan stikstof ten koste van de atmospheer in de culturen van Bacillus
radicicola aan te toonen, kan ik thans, op grond van proeven, welke op betere kennis
van de voedingsvoorwaarden dezer bacterie berusten en doeltreffender waren inge-
richt, uitkomsten noemen, die overtuigend bewijzen, dat ophooping van stikstof
uit de atmospheer in zoodanige culturen mogelijk is.

Deze proeven hebben betrekking op cultuurvloeistoffen. Door middel van de
diffusiemethode in gelatine is het mij daarentegen tot nu toe niet gelukt, om met ze-
kerheid tot een overeenkomstig resultaat te geraken. Daar de waargenomen stikstof-
vermeerdering in de culturen bovendien zeer gering is, acht ik het mogelijk, dat niet
de vrije stikstof maar de atmospherische stikstofverbindingen aan deze vermeer-
dering ten grondslag liggen. . v

Teneinde de omstandigheden, waaronder de stikstofophooping geschiedt, wel
te begrijpen, is het noodig kort aan te geven op welke wijze Bacillus vadicicola zich
voedt.

Deze bacterie behoort tot de koolstofstikstoforganismen, d.w.z. voor volledige
voeding en groei moeten, behalve kaliumphosphaat, twee stoffen toegediend worden,
waarvan de eene als koolstofbron, de andere als stikstofbron dienst kan doen1).
Uit mijn vroegere onderzoekingen was reeds gebleken, dat glucose en nog beter riet-
suiker, voor de koolstofvoeding geschikt zijn 2). Uit latere proefnemingen leerde
ik, dat niet alleen pepton, maar ook, hoezeer veel minder gemakkelijk, asparagine,
zwavelzure ammoniak en kali- of natronsalpeter als stikstofbronnen kunnen fun-
geeren. Nitriten schijnen in alle verdunningen schadelijk te werken en nimmer tot
groei aanleiding te geven.

Verder kwam ik tot het besluit, dat aftreksels van Papilionaceen of verdund mout-
extract den groei van Bacillus radicicola ongexheen begunstigen. Dit berust hoogst
waarschijnlijk op het aanwezig zijn in zoodanige aftreksels van mengsels van meerdere

1) Peptonoplossingen, zonder verdere toevoeging, geven slechts tot een geringe verme-
nigvuldiging aanleiding.

2) Asparagine is daarentegen voor de koolstofvoeding veel minder geschikt. In mijn
vroegere mededeelingen heb ik mij daarover geheel anders uitgelaten, waarschijnlijk ten-
gevolge eener verwisseling van Bacillus radicicola met de daarmede niet identieke bacterie,
die aanleiding geeft tot de ,,bacteriénuitputting” der knolletjes.
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peptonsoorten, die, gelijk mengsels van voedselstoffen in het algemeen, krachtiger
voeden, dan iedere der bestanddeelen afzonderlijk 1).

Door de kennis dezer feiten is het mij mogelijk geworden om in cultuurvloei-
stoffen, niet, gelijk bij mijn vroegere proeven met kunstmatige mengsels, slechts een
betrekkelijk geringe vermenigvuldiging der wortelbacterién te bereiken, maar reeds
na verloop van korten tijd, daarin een uiterst rijke bacteriénvegetatie te doen ont-
staan. Nog twee punten, waarvan de kennis essentieel bleek te zijn, moet ik ver-
melden eer ik tot de nauwkéurige beschrijving‘ der genomen proeven overga.

Het eerste punt is de wenschelijkheid om in de vloeistoffen de concentratie van
de verschillende voedselbestanddeelen, in het bijzonder van de stikstofverbindingen
en de phosphaten, laag te doen blijven.

~ Alleen het gehalte aan rietsuiker bleek tamelijk onverschillig te wezen, zoodat
tusschen de grenzen van 11/,% en §9%,, met deze stof intensieven groei kan worden
opgewekt.

Het tweede punt betreft de temperatuur. Terwijl ik bij vroegere proeven tus-
schen 10° en 25° C. gewerkt had, koos ik, bij de hier aangevoerde, temperaturen ge-
legen tusschen 2° en omstreeks 12° C. De reden, die mij daartoe bewoog, was de,
ook bij andere bacterién intusschen gewonnen ervaring, dat hoogere temperaturen
wel in menig geval tijdelijk gunstig schijnen te werken, maar op den duur tot ver-
lies van functién aanleiding kunnen geven. Zoo verliezen de culturen der indische
lichtbacterién, wier licht-optimum bij c.a. 30° C. ligt, bij langdurige cultuur op om-
streeks 20° C., belangrijk aan lichtkracht en worden ten slotte duister. Zoo verliezen
verder verschillende pigmentbacterién, bijv. Bacillus prodigiosus, die nog bij 20° C.
tijdelijk nitmuntend kunnen groeien, reeds bij langdurige inwerking van tempera-
turen tusschen 15° en 20° C. gelegen, zeer belangrijk aan groeikracht. Ook Bacillus
radicicola in een goede cultuurvloeistof in een thermostaat bij omstreeks 28° C. ge-
kweekt, bleek daarbij belangrijk beschadigd te worden, in zoover de aanvankelijk zeer
snelle vermenigvuldiging weldra tot stilstand kwam, onder verlies aan activiteit of
zelfs door volledig afsterven der bacterién, en dit was geschied niettegenstaande voed-
sel in overvloed voorhanden was. Het verlies aan activiteit bij de wortelbacterién
is 0.a. daaraan kenbaar, dat de verzwakte culturen veel moeielijker hun voedings-
stikstof kunnen ontleenen aan ammoniakzouten en nitraten dan niet verzwakte.

Laat ik hier nog bijvoegen, dat in deze verschillende gegevens de verklaring is
gelegen van het neg'z;tieve resultaat mijner vroegere proeven. Daarbij toch heb ik
juist die omstandigheden buiten rekening gelaten, welke mij gebleken zijn op de ac-
tiviteit der wortelbacterién van bijzonderen invloed te wezen. Ik heb toen namelijk
met kunstmatige voedselmassa’s gewerkt, waarin de aangeboden stikstofverbindingen
niet in eenen voor de aanvankelijke vermenigvuldiging zeer geschikten toestand voor-
kwamen, zoodat het aantal werkzame bacterién, per volumeneenheid van de onder-
zochte medién, betrekkelijk gering was. Bovendien waren de gekozen temperaturen

1) Het is wellicht duidelijkheidshalve niet overbodig hier nog een ander voorbeeld te
noemen: De bierkaam, Mycoderma cerevisiae, kan bij aanwezigheid van een ammoniakzout
matig snel groeien en zich vermenigvuldigen ten-koste van alkohol, zeer langzaam daaren-
tegen ten koste van glycerine. Geeft men echter deze beide lichamen tegelijkertijd, dan
is de daarmede verkregen groei nog sneller dan zich uit de vereeniging der aan den alkohol
en de glycerine afzonderlijk toe te schrijven resultaten zou laten verwachten.



63

niet de meest gunstige. Verder was het phosphaatgehalte der ‘cultuurvloeistoffen
wellicht te hoog. In een woord de verrichte proeven konden niet wel meer leeren dan
zij gedaan hebben, namelijk, dat de stikstof-aanwinst ten koste van de lucht, bij min-
der juist gekozen voedingsconditién uitblijft, of in elk geval onmerkbaar gering wordt.

Bij mijn nieuwe proeven heb ik zorg gedragen met een zeer groot aantal zeer
actieve bacterién te werken. Dit is gebleken op de volgende wijze te kunnen ge-
schieden. .

Duivenboonen werden in een thermostaat tot ontkieming gebracht. De-'kiem-
stengels werden van de kiemplanten afgesneden en 100 gram daarvan kortstondig in
een liter duinwater opgekookt. De daarbij verkrégen vloeistof is eenigszins looistof-
houdend en kleurt zich later ten koste van de ijzerverbindingen, die in het water en
de plant voorkomen, licht bruin. )

Van dit vocht werden in een aantal Kjeldahlsche verbrandingskolfjes
telkens 100 cub. centim. gedaan, en daaraan in alle gevallen 11/,9%, of 29 rietsuiker
toegevoegd. Eenige dezer kolfjes ontvingen nu nog bovendien 1/39 of 1/;9 gram ka-
liummonophosphaat, bij de overige geschiedde deze toevoeging niet.

Voor zes beneden aangevoerde, in November begonnen proeven was een boonen-
stengel-aftreksel gebruikt met een lager stikstofgehalte dan voor die, welke in Ja-
nuari aanvingen,

Wat het voor de infectie gebruikte bacteriénmateriaal betreft is het noodig eenige
bepaalde aanwijzingen te doen, daar het, bij proeven in een beperkt tijdsverloop te
nemen, wenschelijk is, dat de bacteriénvermenigvuldiging zoo spoedig mogelijk begint,
zoodat een zeer groot aantal acticve bacterién van het oogenblik van het uitzaaien
af aanwezig zijn.

Voor alle proeven is gebruik gemaakt van Bacillus radicicola var. Fabae, in 1889
uit knolletjes van Windsorboonen geisoleerd. De culturen waren op voedingsgelatine
bewaard, en, tegen dat de proeven zouden beginnen overgeént, zoodat de infectie
kon geschieden uitsluitend met levende en voor vermeerdering geschikte bacterién.
Als een nitmuntende vaste voedingsbodem was voor de Fabae-bacillen de volgende
erkend: Afkooksel van lucernestengels (10 deelen op 100 deelen water) met 29, riet-
suiker en 89, zuivere gelatine zonder verdere toevoeging. Bij reageerbuisculturen,
uitgevoerd bij omstreeks 10° C., verkrijgt men daarop, uit entstrepen, een_zeer aan-
zienlijke hoeveelheid van een week, gemakkelijk in water te verdeelen, wit bacterién-
slijm, dat ongeveer de consistentie bezit van dikke stijfselpap. Sinds ik gebruik maak
van het genoemde mengsel als voedingsbodem en het daarop wassende bacterién-
materiaal, zijn alle bezwaren.tegen het verkrijgen der wortelbacterién in iedere
géwenschte hoeveelheid opgeheven. Daar de mikroskopische toestand van de met de
lucht in aanraking zijnde oppervlakte dezer culturen zeer merkwaardig is en geheel en
al afwijkt van die bij alle andere mij tot nu toe bekend geworden bacteriénsoorten,
acht ik het wenschelijk daarover het volgende op te merken.

Terwijl het meer in de diepte gelegen bacteriénslijm uit kortere en langere, in
het midden meestal naar een kant opgezwollen staafjes bestaat, waartusschen hier en
daar magere bacteroiden verstrooid liggen en talrijke zwermers van de gedaante
van korte, dikke staafjes zich voortbewegen, bevat de oppervlakte van het slijm nog
een ander morphologisch bestanddeel, waaraan de naam van ,bacterién-sterren”
kan gegeven worden. Deze sterren (zie figuur) zijn drie tot veelarmig; de driearmige
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zijn blijkbaar identiek, wat hun wijze van ontstaan betreft, met de. gewone bacteroi- .
den, de meerarmige kunnen als bacteroiden beschouwd worden, wier vertakking
verder is voortgegaan dan gewoonlijk. Daar een nauwkeurig onderzoek leert, dat het
centrum, vanwaar de stralen ontspringen, niet een enkel punt is, maar zekere af-
meting heeft, is het waarschijnlijk, dat elke nieuwe tak aan den voet van een pas ge-
vormden ontspringt, en, datniet vele gemeenschappelijk uit een enkele bacterie ont-
staan.

Deze opvatting geeft dus aanleiding om zulk een ster als een sympodium met
verkorte assen te beschouwen. Blijkbaar
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Zwermers, sterren en bacteroiden in vloei-
bare culturen van Bactllus vadicicola var.
Fabae (V. 1000).

wone tweedeeling. In ieder geval moet men
aannemen, dat de zone, waar de wortelbac-
terién groeien, slechts een beperkt gedeelte
van het bacteriénlichaam is, en dat dus aan iedere afzonderlijke bacterie in zekeren
zin een vegetatiepunt bestaat, waar zich de nieuwe levende stof ontwikkelt. Ofschoon
bij andere bacterién een overeenkomstige vertakking tot nu toe niet is gezien, kan
men daarom toch niet met zekerheid beweren, dat de staafjes der gewone soorten
over hun gansche lengte gelijkmatig groeien, zoodat een eigenlijke vegetatiestreek
zou ontbreken; de sterren van Bacillus radicicola maken het zelfs waarschijnlijk, dat
dit laatste niet zoo algemeen het geval is als dit tot nu toe wordt aangenomen. De
zaak verdient verder onderzocht te worden.

Bij het zoeken naar analogieén met de hier beschouwde sterren in andere groe-

pen van mikrobién; is mijn aandacht, behalve op de wieren Botryococcus en Ac-
tinastrum, gevallen op het geslacht Actinomyces, hoezeer de vertakking daarbij meer
tot de uiteinden der stralen schijnt bepaald te zijn. Verder heeft Laurentl),
_daarop opmerkzaam gemaakt door Metschnik off, de gelijkenis aangewezen
tusschen de door Metschnikoff in de sprieten van Daphnia gevonden para-
sieten, welke hij tot eene afzonderlijke familie, de Pasteuriaceen brengt, en de bac-
teroiden der Papilionaceen. Laurent en Metschnikoff hebben echter
mijne ,bacteriénsterren’’ niet gezien, en zonderling genoeg, ook niet de talrijke en

gemakkelijk waar te nemen zwermers kunnen ontdekken.

Intusschen ben ik het met Laurent geheel eens, dat de zoo eigenaardige
vertakking van Bacillus radicicola aanleiding geeft om dit organisme als tot een af-

1) Annales de UInstitut Pasteur, Tome V, pag. 129, 1891.
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zonderlijke groep van bacterién behoorende te beschouwen. Dat daarom evenwel
het woord Bacillus niet langer zou mogen gebruikt worden om deze bacterién aan
te duiden, zooals Laurent wil, berust op misverstand, want nimmer is door mij
aangenomen dat deze naam met een waren genusnaam gelijk staat. Welke bacterio-
loog zal niet moeten toestemmen, dat wat wij tegenwoordig Bacillus noemen ongeveer
beantwoordt aan het ,geslacht” Chaos van Linnaeus, en principieel verschil-
lende groepen omvat?

Maar keeren wij thans tot de vloeistofculturen terug.

Van het beschreven bacteriénslijm, bestaande uit staafjes, bacteroiden, sterren
en zwermers, werd een geringe hoeveelheid aan de spits eener platinadraad in de
cultuurvloeistoffen in de XK jeldahl’'sche verbrandingskolfjes overgebracht en
daarbij telkens, naast een geinfecteerd kolfje een tweede, niet geinfecteerd, aan de-
zelfde condities blootgesteld. Deze condities bestonden nu daarin, dat alle culturen
in een kast in het laboratorium geplaatst werden, waarin slechts weinig licht, en een
temperatuur heerschte, die gedurende de maanden October, November, December,
Januari, Februari en Maart afwisselde tusschen 5 en 12° C., op enkele dagen gedurende
eenige uren 15° C. bereikte, en gedurende de zeer koude nachten van den winter nu
en dan op 2° C. is gedaald. De meeste culturen vertoonden reeds na 2 of 3 dagen een
duidelijke troebeling. De controle kolfjes zijn zonder een enkele uitzondering volko-
men helder gebleven. Het steriliseeren had steeds plaats gevonden door herhaald op-
koken gedurende enkele minuten. :

De verschijnselen, welke in de kolfjes ten gevolge van den groei der bacterién
werden opgemerkt, waren in vele opzichten belangwekkend. Aanvankelijk ontstond
tegen het glas een gelijkmatig beslag van bacterién, dat op eenigen afstand onder de
vloeistofspiegel plotseling eindigde in een scherpen eenigszins gegolfden grensrand.
Later, bij het toenemen der bacterién in getal, heeft zich het beslag naar boven
uitgebreid, bijna de oppervlakte bereikt en een grensrand gevormd gelijk de voor-
gaande. )

Intusschen ontstond er op den bodem een wit neerslag, dat, naar het schijnt, uit
inactieve of doode bacterién was samengesteld, wier mikroskopische structuur doet
| vermoeden, dat een gedeelte van hun lichaamsinhoud tot de cultuurvloeistof was
teruggekeerd. Dit witte, zware poedervormige bacteriénneerslag is aanhoudend toe-
genomen, en, toen de culturen na 8 weken ingedroogd en verbrand werden, was aan
de vermeerdering daarvan waarschijnlijk nog geen einde gekomen. Op grond van
andere ervaringen vermoed ik, dat deze stilstand onder de gegeven condities wel niet
binnen het jaar bereikt zou zijn. '

Vooral de tegen den glaswand gevormde bacteriénvegetatie, zooeven genoemd,
werd herhaaldelijk door mij mikroskopisch onderzocht, en tot mijn groote verrassing
als bijna geheel uit , bacteriénsterren’’ bestaande herkend. Overigens vond ik ook
in het genoemde praecipitaat vele sterren en bacteroiden.

Boven deelde ik mede, dat aan sommige mijner cultuurvloeistoffen phosphaat
was toegevoegd, aan andere niet. Mikroskopisch beantwoordde aan dit verschil in
samensté-lling het volgende onderscheid in den bacteriéntoestand. Terwijl bij de
aanwezigheid van het phosphaat slechts met moeite zwermers konden ontdekt wor-
den en deze zeer klein waren, waren de zwermers in de phosphaatvrije-oplossingen,
toen de proeven gestaakt werden, in groot getal aanwezig, en betrekkelijk groot van

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften; Zesde Deel. 5]
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afmetingen. Sterren werden in het laatste geval veel rijkelijker aangetroffen dan in
het eerste, en over het algemeen waren alle leedjes en staafjes sterker gezwollen, en
vermoedelijk actiever, in de vloeistof zonder phosphaat dan in de andere.

Ik ga thans over tot de beschrijving van het resultaat der stikstofbepalingen.

Het indampen geschiedde bij 100° C., telkens in het cultuur- en controlekolfje
gelijktijdig in een luchtstrooni, die zich, nabij de openingen der kolfjes, door middel
van een driewegglasbuis in tweeén vertakte. Steeds was nog suiker in overmaat voor-
handen. Voor het verbranden dienden 20 cm3 sterk zwavelzuur met phosphorzuur-
anhydriet en een droppel metallisch kwik. Bij het afdistilleeren werd verdund met
400 cm3 water, 20 cm3 natronloog van 409%, en 20 cm3 zwavelkaliumoplossing toege-
voegd. Voor het opvangen van de ammoniak dienden 25 cm3 1/;g normaal zwavelzuur.
Het titreeren geschiedde volgens Kjeldahl’s voorschrift jodometrisch. Hierbij
waren 25 cm3 1/jp norm. zwavelzuur = 27.2 cm3 natriumhyposulfiet. De sterkte der
hyposulfietoplossing was op verschillende wijzen gecontroleerd, 17 cm3? waren ae-
quivalent gevonden met 0.2 gr J. dus:

1 cm3 hyposulfiet = 0.001302 gr. N.

Voor het titreeren werden 5 cm3 joodzurekali (4 gr. op 100 cm3 H20) en 5 cm3

joodkalium (24 gr. op 100 cm3 H20) toegevoegd. De getallen zijn tot in de tiende-

deelen van milligrammen vertrouwbaar.

le Proef. Aan het boonenstengselafkooksel was behalve 2 gr. rietsuiker 1/;9 gr.
KH2PO4 toegevoegd.
Duur der proef 15 November 1890 tot 15 Januari 1891.

Zonder infectie. Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2°' cm3 hyposulf. aeq. 25 cm3 27.2 cm3 hyposulf. aeq. 25 cc. SO4H2
1/yp norni. SO4H2
23.4 hyposulf. gevonden 2247 hyposulf. gebruikt
3.8 hyposulf. aequiv. gevormde 45 hyposulf. aeq. ammoniak
ammoniak
3.8 X 0.001302 = 0.0049476 4.5 X 0.001302 = 0.0058590 gr. N.
0.0058590
0.0049476

Winst aan stikstof 0.0009114 gr. in 100 cm3 cultuurvloeistof.

Op deze cultuurkolven was een U-vormige buis geplaatst met glaskralen en ver-

dund zwavelzuur, om de toetredende lucht te wasschen.

2e. Precef. Als voorgaande, maar onder U-vormige buis.

Niet geinfecteerd. : Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2 cm3 hyposulf. 27.2 cm3 hyposulfiet
234ty ! gevonden RZES ) ’ gevonden
WJ, A aeq. ammoniak 7 ¥ Y, aeq. ammoniak
3.8 X 0.001302 = 0.0049476 gr. N. 4.7 X 0.005502 = 0.0061194 gr. N.
0.0061194
0.0049476

Winst aan stikstof 0.0011718 gr.
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3e Proef. Als voorgaande, maar slechts met 1/3y gr. KH2PO4.
Duur der proef 15 November 1890 tot 15 Februari 1891,

Niet geinfecteerd. ] Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2 cm3 hyposulf. 27.2 cm3 hyposulf.
243.3' o gevonden 2191, - gevonden
—5.—_9_cn13 hyposulf. aeq. ammoniak 5.3 cm3 hyposulf. aeq. ammoniak
3.9 x 0.001302 = 0.0050778 5.3 x 0.001302 — 0.0069006
0.0069006
0.0050778

Winst aan stikstof 0.0018228.

4e Pfoe/. Aan een ander afkooksel van boonenstengel alleen 29, rietsuiker toe-
gevoegd en geen phosphaat.
Duur der proef 15 Januari tot 15 Maart.

Niet geinfecteerd. Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2 cm3 hyposulf. 27.2 cmi3 hyposulf.
22 " gevonden 20:%F . gevonden
51 63

6.3 X 0.001302 = 0.0082026 gr. N.
S.1 X 0.001302 = 0.0066402

Winst aan stikstof = 0.0015624.

Se Proef. Als voorgaande.

Duur 15 Januari tot 17 Maart.

Niet geinfecteerd. Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2 cm3 hyposulf. 27.2 cm3 hyposulf.
2= . gevonden Z AR gevonden
5 58

5.8 X 0.001302 = 0.0075516
5.0 X 0.001302 = 0.0065100

Winst aan N. = 0.0010416

6e Proef. Als voorgaande maar gelijk volume water aan de cultuurvloeistof

toegevoegd.
Duur der proef 15 Januari tot 19 Maart.
Niet geinfecteerd. Geinfecteerd met Fabae-bacillen.
27.2 cm3 hyposulfiet 27.2 hyposulfiet
22.1 211
Beie ' W : 61

6.1 x 0.001302 = 0.0079422
5.1 x 0.001302 = 0.0066402

Winst aan stikstof = 0.0013020 gr.

Bij deze proeven is de winst aan stikstof gering; dit blijkt vooral duidelijk wan-
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neer men de gevonden stikstof omrekent per liter vloeistof, en uitdrukt, door ver-
menigvuldiging met 6.25 in eiwit, en, — aannemende, dat de bacterién voor 3/4
van hun gewicht uit water, voor 1/4 uit eiwit bestaan, — door vermenigvuldiging van
het eiwit met 4, in bacteriénzelfstandigheid. Men krijgt dan het volgende overzicht.

Winst aan stikstof| Winst aan eiwit | Winst aan bacte-

per liter per liter rién per liter
I Procl”. Fiae’ i 0.009114 gr. 0.0569625 gr. 0.227850 gr.
e N N — %o - OIRISIZIEBI L, O:098)1'8 7oL, 0.292550 ,,
3er Tay aie ar 0.018228" ,, 0.1129140 ',, 0.451656 ,,
4e i, T4 e R 0.015624 ,, 0.0976500 ,, 0.390600 ,,
DET iy 5, T i S A, 0.010416 ,, 0.0651000 ,, 0.260400 .
6€ |, v o LT 0.013020 ,, 0.0813750. ,; 0.325500 ,,

Bij de beoordeeling dezer zeker niet groote hoeveelheden bedenke men, dat de
proeven slechts betrekkelijk kort hebben geduurd, en de bacterién in alle gevallen in
volle activiteit verkeerden toen de cultuur gestaakt en tot de verbranding overgegaan
werd. Bovendien laat zich een sterke ophooping van stikstof in culturen wier eindpro-
ducten niet worden weggevoerd, niet a priori verwachten. Aangenomen dat de vorm,
waarin de stikstof zich ophoopt, niet uitsluitend uit vaste bacterién-zelfstandigheid
bestaat, maar als opgelost lichaam (bijv. als eiwit) in de cultuurvloeistof aanwezig
blijft, zonder voor vernieuwden bacteriéngroei dienst te doen, dan is wellicht juist
in de vermeerdering van dat product een tegenwerkende oorzaak tot de vorming
er van gelegen, eene oorzaak, die in de plant, waar het aanhoudend wordt afgevoerd,

niet zou behoeven te bestaan.

Met de Robinia-bacillen, die nog langzamer groeien dan die van Vicia Faba,

heb ik in het genoemde tijdsverloop van acht weken geen stikstoftoeneming kunnen
verkrijgen, ofschoon ik op grond van den tegenwoordigen toestand mijner later be-
gonnen culturen daarbij dezelfde verschijnselen als bij Bacillus Fabae verwacht te
zullen opmerken.

Dat deze kleine hoeveelheden stikstof voor de beoordeeling van het hoofdresul-
taat der proeven, wat de nauwkeurigheid der waarneming betreft, aan zekerheid niets
te wenschen overlaten; behoeft voor de genen, die met Kjeld ahl’s methode ver-
trouwd zijn, naar ik meen geen nader betoog.

Wel verdient overwogen te worden tot welke bronnen van onzekerheid de ge-
noemde getallen aanleiding geven, wanneer daaruit zal besloten worden dat de Pa-
pilionaceenbacterién werkelijk atmorpherische stikstof binden.

Vooreerst rijst de vraag in hoever het mogelijk is, dat de boonenstengelafkooksels
stikstofverbindingen bevatten, die zich aan de stikstofbepaling volgens K jel-
d ahl’s voorschrift onttrekken, maar als voedsel voor Bacillus radicicola kunnen
dienen en dan, als bacteriénzelfstandigheid, gemakkelijk in ammoniak kunnen om-
gezet worden.

Voor zoover ik weet kan hierbij alleen aan salpeterzuur gedacht worden. Daar
evenwel de gebruikte aftreksels geen reactie met diphenylamine hebben gegeven,

evenzoomin v66r als na het eindigen der culturen, acht ik de mogelijkheid der stik-
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stofwinst als het gevolg van de omzetting van nitraten uit de cultuurvloeistof in bac-
teriénstikstof als volkomen uitgesloten.

Een andere vraag is het of de bacterién bij hun groei inderdaad de vrije atmor-
pherische stikstof opnemen en niet wellicht in de laboratoriumlucht een genoegzame
hoeveelheid chloorammonium of salpeterzure-ammoniak hebben gevonden om daar-

~door cfe“gevonden stikstofaanwinst verklaarbaar te maken.

Ten einde daaromtrent iets meer te weten te komen is bij de le proef de toetre-
dende lucht door een op de kultuurkolf geplaatste U-'vormige buis met glaskralen en
verdund zwavelzuur aangevuld, gewasschen. Men ziet echter uit de opgegeven ge-
tallen, dat hierdoor geen beslissend antwoord op de gestelde vraag is verkregen, of-
schoon de niet onbelangrijke stikstofwinst eer schijnt te spreken voor de binding van
vrije stikstof dan van de zouten ervan, in het bijzonder omdat ook Hellriegel
en Wilfahrt totdeze conclusie zijn gekomen, maar bij hen ontbreekt eveneens het
volledige bewijs. Het komt mij daarom noodig voor op deze onzekerheid de aandacht
te blijven vestigen, en de binding van vrije stikstof door onze bacterien niet als bewe-
zen te beschouwen eer het voldingend bewijs is geleverd, dat zij door het uitputten
van hun omgeving aan stikstofverbindingen, — hetgeen zij met zekerheid vermogen
te doen, — geen aanleiding geven tot een voor de waargenomen stikstofvermeerdering
toereikende toestrooming dezer verbindingen uit de atmospheer.

Van dit oogpunt uit verdienen ook andere mikrobién, die hun omgeving vol-
ledig van stikstofverbindingen kunnen berooven, en die niet tot de Papilionaceen in
een symbiostisch verband staan, bijv. het geslacht Streptothrix, nader onderzocht te
worden. Kan het worden aangetoond, dat ook met deze laatste organismen, in een pas-
senden voedingsbodem stikstofophooping is te bereiken, dan zoude dit proces bij de
Papilionaceen, door middel hunner specifieke wortelmikroben veel aan klaarheid
winnen. Het zou dan n.l. gemakkelijker begrijpelijk wezen, waarom een zoo ge-
wichtige functie als de binding van vrije atmospherische stikstof, aan het protoplasma
van alle hoogere planten en dieren onthouden is, hetgeen zeer bevreemdend zou zijn,
wanneer zoodanige eigenschap bij organismen, laagstaande in het natuurlijk systeem,
werkelijk aanwezig ware. Dat daarentegen sommige mikroben nog stikstofverbin-
dingen kunnen onttrekken aan oplossingen, die zoo verdund zijn, dat de wortels
der hoogere planten dit niet meer vermogen, is veel begrijpelijker.

De beide hoofdpunten van al het voorafgaande nog kort samenvattende, kom
ik tot het besluit, dat de wortelbacterién der Papilionaceen, bij aanwezigheid van
glucose of rietsuiker in cultuurvloeistoffen aanleiding kunnen geven tot ophooping

_ van stikstof ten koste van de atmospheer. Dat het evenwel noch door de proeven
vanHellriegel en Wilfahrt, nochdoordievan Schlédsing, die Hell-
riegel’s resultaten bevestigd heeft, noch door de mijne als bewezen kan worden
beschouwd, dat daarvoor de vrije atmospherische stikstof, door een physiologisch
proces wordt omgezet, maar dat nog steeds de mogelijkheid schijnt te bestaan, dat
alleen stikstofverbindingen voor de stikstofvoeding van Bacillus radicicola geschikt
zijn.

Uit de vastgestelde cultuurvoorwaarden der wortelbacterien laat zich de waar-
nemingvan Hellriegel en Wilfahrt, datwelindeplantennietin den grond
stikstofophooping bij hun proeven was aan te toonen, gemakkelijk verklaren. Dit
moet namelijk het gevolg zijn van het ontbreken van het voor de stikstofbinding
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noodzakelijke koolhydraat, — bij mijn proeven de rietsuiker. Daar zulke lichamen in
den, bij hun proeven steeds gegloeiden grond natuurlijk ontbraken, kon daarin geen
belangrijke vermeerdering der wortelmikroben plaats vinden. Maar zelfs wanneer in
den grond een zekere hoeveelheid suiker aanwezig ware, dan nog zou het niet waar-
schijnlijk zijn dat deze ten goede zou komen aan zulk een langzaam groeiend organisme
als Bacillus radicicola, veeleer zou de suiker door andere, sneller groeiende bacterién
worden opgebruikt.

Thans rest ons nog de be.schouwing van een laatste vraagstuk. Ik bedoel het
mechanisme der stikstofvoeding bij de Papilionaceen, wanneer hun wortels door mid-
del der wortelmikrobién stikstof ophoopen.

Naar het mij voorkomt moet deze voeding uitsluitend berusten op het afsterven
van de in de knolletjes aanwezige bacteroiden, daar alleen de doode bacteroiden ge-
schikt schijnen te wezen om de opgenomen stikstof of stikstofverbindingen als eiwit
af te staan. Als deze onderstelling j'uist is dan doen zich de volgende vragen voor:
Kan de plant invloed uitoefenen op het afsterven van de bacteroiden of op de
vernieuwde vorming daarvan? Dit zou bijv. dan noodzakelijk wezen, wanneer de
grond arm is aan stikstofverbindingen, waardoor de behoefte der plant aan ,bacte-
roidenstikstof” stijgt. Zoo ja, op welke wijze komt zoodanige invloed dan tot stand ?

Wat het afsterven der bacteroiden betreft zie ik niet in op welke wijze de plant
daarop direct kan inwerken; dat dit niet geschiedt door middel van enzymen, volgt
uit het steeds ontbreken van pepsine en trypsine in de knolletjes. Gemakkelijker
schijnt de vraag te beantwoorden te zijn hoe de vermeerdering der bacterién in de
knolletjes het gevolg van stikstofarmoede in de plant kan wezen. Men moet n.l
veronderstellen, dat een te kort aan assimileerbare stikstof in de plant tot het ont-
staan van een overmaat van koolhydraten zal aanleiding geven, omdat de eiwitvor-
ming dan moet ophouden terwijl de koolzuurontleding voortgaat. Er is dan alle reden
om aan te nemen. dat de koolhydraten ten goede komen van de bacterién en deze
daardoor in de gelegenheid gesteld worden ten koste van stikstof uit de omgeving
zich krachtiger te gaan vermeerderen.

In welken toestand de aan de afstervende bacteroiden ontleende lichamen zich
door de plant bewegen om de bovenaardsche deelen te bereiken, en langs welke wegen
deze strooming geschiedt, zijn nog onbeantwoorde vraagstukken. Als pepton kun-
nen die producten der opgeloste bacteroiden moeielijk de knolletjes verlaten, want
juist peptonen worden bij uitstek gemakkelijk door de wortelbacterién, bij tegen-
woordigheid van suiker voor eigen voeding gebruikt. Wellicht geschiedt de strooming
in den vorm van een eiwit, dat wel kan dienen voor voeding van de plant en niet voor
de bacterién; ik houd mij bezig met dienaangaande proeven te nemen, waarover ik
later hoop te kunnen berichten.




Abstract of a communication on nitrification.

made in the meeting of the ,,Wis- en Natuurkundige Afd. der Kon. Akademie v. Wetenschap-

pen, Amsterdam” on June 25, 1892. Nature, London, Vol. 46, 1892, p. 264. Een verkort

verslag hiervan is te vinden in: Verslagen Kon. Akademie van Wetenschappen, Wis- en
Natuurkundige Afd., Amsterdam, Deel I, 1892, blz. 14.

M. Beijerinck spoke of the culture of organisms of nitrification on agar-
agar and on gelatin. First it was stated, in accordance with the discovery of W a-
rington and Winogradsky, that nitrification consists in two processes
— the formation of nitrous acid from the ammonsalt by a specific bacterium and the
oxidation of the nitrite into nitrate by another and independent species of bac-
terium. Secondly, that both these processes occur only when soluble organic matter
is reduced to a minimum such as has been proved by the classic researches of W i-
nogradsky and the Franklands. Even 0.1%, of calcium-acetate retards
nitrification strongly. Thirdly, it was found that organic matter in the solid state
does not in the least interrupt or retard nitrification. Therefore an attempt was made |

— and successfully — to cultivate the nitrous and nitric bacteria on agar-agar, fully

extracted with distilled water and afterwards boiled with the inorganic salts needed
for nitrification. If with these salts some pure precipitated carbonate of lime was
added to the agar it was possible to obtain a ,chalk-agar-plate”’, whereon the ni-
trous bacteria of the soil, after their growth into colonies, could directly be numbered.
For this purpose the chalk-agar is poured into a glass-box, and some soil suspended
in sterilised water brought on the surface of the solidified plate. After three to four
weeks the colonies become visible as the centres of clear, transparent, perfectly circu-
lar diffusion figures, formed by the solution of the carbonate of lime in the nitrous
acid, the very soluble calcium-nitrite diffusing in all directions in the agar-plate. In
this way it was found, for example, that out of c.a. 10 millogrammes soil taken froimn
under a sod of white clover in a garden at Delft, thirty colonies of the nitrous bac-
terium could be cultivated. The species is the same as that described as the Eu-
ropean form by Winogradsky, growing, as well as zoogloea, quite free, and
possessing the form of a small, moveable mikrokok with one cilium. Gelatin, pre-
pared with the same precautions as the agar, can also be used, but therein the produc-
tion of nitrous acid soon ceases. The nitrous bacterium does not liquefy the gelatin.
Though it does not grow or oxidize when organic matter is present, it does not lose
these powers by this contact, as shown when brought anew under adequate con-
ditions. The nitric bacterium was also isolated on fully extracted agar, to which
0.19%, potassium-nitrite and some phosphate was added. The colonies are very small
and coloured light yellow. They consist of very small non-moving mikrokoks or short
ellipsoids. They lose their power of oxidizing nitrites by the contact of soluble
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organic matter, without thereby losing their power of growth. The nitric bacterium
does not oxidize ammonsalts. It is also without action on potassium rhodanate and
hydrochloric-hydroxylamine. It therefore does not seem to produce free acid such as
the nitrous bacterium. A simple method for the formation of sterile plates of silica,
with and without carbonate, was also described. Many preparations were demon-
strated.




*

Uber die Einrichtung einer normalen
Buttersauregarung.

Centralblatt fiir Bakteriologie, Parasitenkunde und Infektionskrankheiten, Jena, 1T Ab-
teilung, II Band, 1896, S. 699.

s a das folgende Rezept zur Herstellung einer normalen Buttersiuregarung
aus Zucker durch das Ferment dieser Garung, Granulobacter saccharobutyri-

g

cum 1), wohl unbekannt sein diirfte, erlaube ich mir, daruber kurz zu berichten, in-
dem weitere Mitteilungen spater gegeben werden sollen.

Man bringe in ein gewohnliches Kochkdlbchen destilliertes Wasser mit 5 Proz.
Glukose und 5 Proz. fein gemahlenem Fibrin, wodurch ein dicker Brei entsteht, wel-
cher sich leicht absetzt in der iibrigens klaren Fliissigkeit. Man koche kraftig, bis
alle Luft entfernt ist, infiziere wihrend des Kochens mit Gartenerde und stelle sofort
nach der Infektion 2) siedend heiB in einen Thermostaten bei 35° C. Die Erhitzung
bezweckt Abt6ten aller der Buttersiuregirung nachteiligen Nebenfermente, wie He-
fen, Mucor und Milchsdurebakterien, wahrend die iiberall gegenwartigen Sporen des
Buttersiurefermentes dabei lebend bleiben, wie natiirlich auch zahlreiche andere
sporenerzeugende Arten, welche jedoch bei dieser Versuchseinrichtung niitzlich sind,
weil sie den Sauerstoff absorbieren und iibrigens bald verdringt werden. Nach 24
oder 48 Stunden ist die Garung schon in vollem Gange und wird am besten mit Na--
trbnlauge beinahe neutralisiert. Dieses kann einigemal wiederholt werden, wodurch
eine reichliche Anhdufung von Butyrat erhalten wird. Das hierbei aktive Ferment ist,
infolge des nicht ginzlich ausgeschlossenen Luftzutrittes, wie auf Grund meiner
fritheren Untersuchung des so nahe verwandten Fermentes der Butylalkoholgarung
zu erwarten war, die Sauerstoffform von Gr. saccharobutyricum (l.c. p. 27 resp. p.
35), und was ich noch besonders betonen will, weil man es auf Grund des ganz rohen
Infektionsverfahrens kaum erwarten sollte, praktisch in Reinkultur, da die Butter-
sdure die Bakterien der Heupilzgruppe, welche bei der Infektion mit eingebracht
sind, wie gesagt, bald zuriickdringt.

Wiinscht man die Clostridiumform zu gleicher Zeit zu erhalten, so verfahrt man
wie folgt: Der obengenannten Lésung, worin die Glukose durch Rohrzucker ersetzt
werden kann, fiigt man 3 Proz. prézipitiertes Calciumcarbonat und 0,05-proz. Na-
triumphosphat, 0,05-proz. Magnesiumsulfat und 0,05-proz. Chlorkalium hinzu, ver-
fahrt iibrigens genau wie oben. Das Bakterienwachstum wird dann profuser, zwar
entsteht dabei hauptsichlich eine Kultur von Gr. saccharobutyricum mit recht scho-

1) Eine richtige Diagnose findet man in meiner ,Butylalkoholgdrung” p. 8. Amsterdam

1893, und in ,,Archives Néerlandaises”. T. XIX. 1894. p. 8.
2) Das Ferment kann Kochhitze nur kurz ertragen.
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nen Clostridien, welche von Granulose strotzen, doch kommen auch gewisse andere
Bakterien zur Entwickelung.

In beiden Féllen bildet das Buttersiureferment einen ziemlich lockeren Bak-
terienschleim. Die Isolierung desselben durch das Gelatinverfahren ist nicht schwie-
rig und gelingt z.B. dusch folgende Methode, welche ich die ,,Methode der Symbiose”
nennen will: Eine Lésung von 5 Proz. Gelatin in Leitungswasser wird mit 5 Proz.
Rohrzucker versetzt; hat man Sporen in der Garung, so kann man heif} infizieren,
sonst 143t man abkiihlen und schiittet eine Spur der Gérung in die Gelatin. Danach
vermischt man mit irgend einer richtig gewahiten sauerstoffbediirftigen Mikroben-
art, welche nicht géirt und keine Sdure erzeugt (ich wihite dafir z.B. Heupilze,
Bacillus perlibratus, Sacchavomyces sphevomyces etc.), giefit in eine ticfe Reagens-
rohre und 1aBt erstarren.

Nach einigen Tagen hat sich an der Oberfliche der Gelatin eine Sauerstoff
absorbierende Schicht aus dem aéroben Symbiont gebildet, wihrend in der Tiefe
die Kolonieen von Granulobacter saccharobutyvicum heranwachsen.

In Ubereinstimmung mit meiner friiheren Beschreibung erzeugt das so erhal-
tene Buttersiureferment keine Diastase, wodurch es sich von dem eigentlichen Bu-
tylferment unterscheidet. Dagegen bildet es eben wie letztere Art Butylalkohol und
zugleich stark riechende Nebenprodukte. Die Gelatin wird nicht verfliissigt, selbst
nicht nach Wochen, wobei die Kolonieen sehr grofl werden konnen.

Meine bisherigen Erfahrungen lassen mich auf eine so auBerordentlich allge-
meine Verbreitung des Buttersiurefermentes in den oberen Schichten von Gar-
tenerde schlieBen, daB ich vertrauensvoll hier das Wort ,,Rezept”” gebraucht habe in
der Uberzeugung, daB auch andere Forscher damit wirklich auskommen werden, was
sich bekanntlich nicht immer ereignet, wenn man nach den in den chemischen

Handbiichern angegebenen Rezepten Giérungen darzustellen sucht.

Delft, 22. November 1896.




Voordracht over lichtbacterién.")

De Ingenieur, 's-Gravenhage, 15de Jaargang, 1900, blz. 53—54.

De vooruitgang der natuurwetenschappen is te danken aan de proefneming.

De langzame vooruitgang der physiologie, datis van de wetenschap van het
leven, moet toegeschreven worden aan de buitengewone moeilijkheid, welke de proef-
neming op dit gebied ondervindt. Elke functie of eigenschap, welke de physioloog
bestudeert, is onafscheidelijk verbonden met vele andere functies, zoodat de on-
derzoeker bijna altijd geplaatst is voor de oplossing van onbekenden uit vergelijkin-
gen, welke in onvoldoend aantal gegeven zijn.

In dezen stand van zaken is door de bacteriologie verbetering gekomen. De le-
vende stof wordt ons daardoor toegankelijk gemaakt in meer eenvoudigen vorm. De
functies verschijnen bij de bacterién in minder ingewikkelde combinaties, de uit-
komsten der proeven zijn minder dubbelzinnig dan bij de hoogere wezens. De licht-
functie, zooals die zich bij de licht-bacterién voordoet, neemt uit dit oogpunt weder
een bijzondere stelling in en vertoont zich, vergelijkenderwijs gesproken, bijna in
den eenvoud der physische of chemische verschijnselen. Zij werkt, zonder tusschen-
komst van eenige andere overdragende energievorm, onmiddellijk op het beste onzer
zintuigen: het is de meest directe uiting van het leven der cel, welke zonder het ge-
bruik van mikroskoop of andere instrumenten tot ons bewustzijn doordringt.

Daar de lichtfunctie op eer geheel overeenkomstige wijze van de uiterlijke
levensomstandigheden afhankelijk is als ieder andere essentieel aan het leven ge-
bonden eigenschap, stelt zij ons in staat om door eenige eenvoudige proeven voor €en
auditorium zekere grondeigenschappen van al wat leeft te verklaren en te illustree-
ren. Bijzondere nadruk moet gelegd worden op het feit, dat de lichtfunctie zoo bui-
tengewoon geschikt is om voor een auditorium vertoond te worden; waren andere

levensfuncties daartoe even geschikt, dan zou dit voor de physiologie van groot be-

1) In ,de Ingenieur” of January 20th 1900 (Vol. 15, p. 43) the following communication
appeared:

Bij het eerste bezoek, dat de Minister van Binnenlandsche Zaken, Mr. H. Goeman
Borgesius, den 3den November 1898 aan de Polytechnische School bracht, liet een
welgevulde dag slechts weinige oogenblikken over tot bezichtiging der inrichtingen van de
nieuwe afdeeling der Bacteriologie. De Minister verklaarde zich toen bereid eerlang terug
te komen, om een en ander te vernemen over dezen bel:;ngrijken nieuwen tak van weten-
schap. Nadat verschillende omstandigheden dit plan herhaaldelijk hadden vertraagd, heeft
Woensdagavond, 17 dezer, de hoogleeraar Beijerinck een hoogst interessante voor-
dracht met uitnemend welgeslaagde proeven gehouden, die behalve door den heer Goe-
man Borgesius, ook door den Minister L. el y en door eenige ambtgenooten van den
heer Beijjerinck werd bijgewoond.

Wij hopen in het volgende nummer op het gesprokene terug te komen.
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lang zijn, maar dit is bij den tegenwoordigen stand der wetenschap nog niet het geval.
Zoo laten zich, om bij de mikroben te blijven, andere eigenschappen van de levende
stof, bijvoorbeeld gisting, reductiefunctie, pigmentafscheiding, virulentie, ag-
glutinatie, bewegelijkheid en vele andere, alleen door laboratorium-proeven ver-
volgen en bij demonstratieve voordrachten of in colleges, waarbij men steeds aan
een kort tijdsbestek is gebonden, lang niet zoo volledig behandelen.

Zonder dus aan de lichtfunctie op zich zelf een overdreven waarde toe te kennen,
verdient zij uit het oogpunt van onderwijs en de praktische beoefening der phy-
siologie bijzondere aandacht.

Overigens is het lichtend vermogen in de organische wereld meer algemeen ver-
spreid dan men dit vroeger vermoed heeft. Zoo is, vooral door de diepzee-expedities
der laatste jaren het bewijs geleverd, dat de rijke fauna, welke op den bodem van den
oceaan niet al te ver van het land, in de diepe duisternis leeft, welke veroorzaakt
wordt door een waterlaag van 2000 tot 5000 m, voor een groot deel uit lichtende
wezeus is samengesteld. Tot zekere hoogte wordt dus de zon der bovenwereld door
het licht van het organische leven in deze onderwereld vervangen. Vooral de diepzee-
visschen munten in dit opzicht uit. De meeste daarvan bezitten bijzondere licht-
organen, maar het is niet onwaarschijnlijk, dat sommige soorten in plaats van licht-
organen, plaatselijk of geheel met lichtbacterién bedekt zijn, welke dezelfde dienst
als de genoemde organen zouden kunnen bewijzen. Als deze onderstelling juist blijkt
te zijn, wordt Let duidelijk waarom de lichtbacterién bij voorkeur op levende zee-
dieren, zelf niet lichtende, gevonden worden, en juist deze het uitgangsmateriaal
zijn om in het laboratorium kulturen van lichtbacterién te verkrijgen. Wel is waar is
het getal der lichtbacterién op de gewone niet lichtende zeedieren niet groot, maar
een zeer geringe wijziging in de sappen dezer dieren moet gemakkelijk tot een sterke
vermenigvuldiging der lichtbacterién aanleiding kunnen geven, en wellicht is die
wijziging voorhanden in de nog te ontdekken door bacterién lichtende diepzee-dieren
onzer hypothese.

Het spectrum van het licht van alle lichtendé organismen, dus ook dat van de
bacterién, is een continu spectrum, zich uitstrekkend van het rood tot in of over het
blauw. Ultraroode stralen ontbreken, maar er is sterke werking op de photographische
plaat. Het maximum van intensiteit ligt in het groen of in 't groenblauw en valt,
merkwaardigerwijs, nagenoeg samen met het maximum van visueele gevoeligheid
der retina. Er is dus-wel niet aan te twijfelen, dat het organische licht in de eerste
plaats bestemd is om gezien te worden; en evenals de diepzee-onderzoeker de diepzee-
dieren vangt door in cen op den oceaanbodem geplaatste val of kooi een electrische
lamp te ontsteken, waarvan het licht de zeebewoners aantrekt en in de kooi naar
binnen doet zwemmen, zoo zal ook de lichtende visch andere zeebewoners tot zich
trekken en opeten. Daar iedere afzonderlijke lichtbacterie natuurlijk te klein is om
als lichtend punt gezien te worden, en de voeding daarvan bovendien door opge-
loste stoffen geschiedt, moet het nut der lichtfunctie bij de bacterién ongetwijfeld
in hun samenwerking en samenleving met andere zeedieren, op de boven waar-
schijnlijk gemaakte wijze gezocht worden.

Over de isoleering dezer bacterién van de oppervlakte van visch of andere zee-
dieren of uit het zeewater, waarin zij eveneens in vrij groot aantal aanwezig zijn, be-
hoeft hier niet te worden uitgeweid.
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Wat het kultiveeren betreft is gebleken, dat dit het beste geschiedt in visch-
bouillon met 3%, keukenzout en enkele andere stoffen, athankelijk van de onder-
zochte soorten. Dat de lichtbacterién tot een vrij groot getal soorten behooren (er
zijn er thans reeds omstreeks 17 beschreven) maakt de studie daarvan moeielijk,
maar het groote-verschil, dat tusschen enkele dezer soorten bestaat, verhoogt het
belang ‘daarvan. Zoo kunnen, uit het oogpunt der voeding, dé lichtbacterién tot
twee groepen gebracht worden. De eene dezer groepen vereischt voor het tot stand
komen van vermenigvuldiging en lichten een afzonderlijke koolstofbron (bijvoor-
beeld glycerine) en een afzonderlijke stikstofbron in den vorm van pepton. De andere
groep daarentegen vereischt voor volledige voeding alleen pepton, en het is merk-
waardig, dat de snelheid van reproductie bij deze laatste groep, welke zich op zoo
eenvoudige wijze voedt, veel grooter is dan die bij de eerste. De dualistische voe-
ding der eerste groep kan tevens als type beschouwd worden voor de voeding der
hoogere wezens, met inbegrip van den mensch.

De eigenschappen dezer beide groepen werden door vergroote teekeningen op
wandplaten, door Mej. H. W. Beijerinck voor het Bacteriologisch Labora-
torium vervaardigd, door mikroskopische preparaten van levend materiaal en door
lichtbeelden van mikrophotographieén nader uiteengezet. _

Wat aangaat de theorie der lichtfunctie, kan de volgende opvatting als de meest
\waarschijnlijke worden beschouwd, als zijnde in overeenstemming met de tegen-
woordig als juist aangenomen denkbeelden over de structuur der levende stof in het
algemeen.

Het lichaam der lichtende bacterién bestaat, evenals iedere andere levende cel,
uit een groot aantal deeltjes, welke ieder op zich zelf zich door deeling vermenig-
vuldigen. Deze deeltjes kunnen de biophoren of levensdragers genoemd worden. On-
der deze biophoren is er een bepaald soort waaraan de lichtfunctie is toevertrouwd:
de photophoren. Indien deze photophoren uit het lichaam der bacterie konden ge-
nomen worden, dan zou de lichtkracht daarvan dus grooter zijn dan de lichtindruk,
welken wij van het mengsel van donkere en lichtende biophoren, waaruit het geheele
bacteriénlichaam bestaat, in ons oog ontvangen. De natuur der photophoren is bij
alle lichtende wezens (uitgezonderd de schimmels in het lichtende hout, die op een

geheel andere wijze lichten) nagenoeg maar niet geheel dezelfde.

De proeven met lichtbacterién te nemen kunnen tot twee groepen gebracht
worden, namelijk: Proeven met den ,lichtenden groﬁd” en proeven met lichtende
vischbouillon, of in ’t algemeene ,lichtend gemaakte voedingsvloeistoffen.”

De ,lichtende grond” wordt op de volgende wijzé verkregen. Vischbouillon met
3% keukenzout wordt gekookt met c.a. 10%, gelatine, na atkoelen tot 25° C., maar
v66r het stollen gemengd met een groote hoeveelheid lichtbacterién, uitgegoten, tot
een dunne plaat en aan stolling overgelaten. Zoodoende verkrijgt men prachtig
phosphoresceerende platen van groote chemische gevoeligheid. Zijn de daarin voor-
komende bacterién aan dualistische voeding gebonden, dan zal, zoodra bijv. de kool-
stofbron uitgeput, terwijl de stikstofbron nog in voldoende hoeveelheid beschikbaar
is, een kleine hoeveelheid van op deze plaat gebracht koolstofvoedsel een sterke
verhooging van de lichtkracht veroorzaken, waardoor, bij een juiste inrichting der
proefneming, na eenige oogenblikken op den reeds lichtenden grond, sterk lichtende
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velden ontstaan. Zoodoende laat zich gemakkelijk nitmaken, welke koolstofverbin-
dingen als lichtvoedsel kunnen dienst doen. Zoo vindt men b.v. dat glukose, op een
,lichtenden grond’ gebracht, tot een bijna plotseling zichtbaar wordend lichtver-
schijnsel aanleiding geeft.

Daar de lichtfunctie nauw samenhangt met het ademhalingsproces, en niet tot
stand komt bij uitsluiting van lucht, zal een op een lichtenden grond opgelegde glas-
plaat bijna onmiddellijk het licht uitdooven. De zoodoende gevormde donkere plei
wordt weder onmiddellijk licht als de glasplaat spoedig van delichtende gelatine wordt
afgenomen. Wordt de lucht echter langdurig afgesloten, dan ondergaan de licht-
bacterién den dood door verstikking en de vlek blijft, ook na verwijdering van de
glasplaat donker. i

Buitengewoon geschikt is de lichtende grond om de werking van zekere en-
zymen, bijv. van diastase en invertine te illustreeren. De volgende proef zal dit dui-
delijk maken. Rietsuiker wordt door de gewone lichtbacterién van lichtende zeevisch
niet geassimileerd, is dus geen lichtvoedsel. Laevulose en glukose daarentegen geven
op den lichtenden grond lichtvlekken. Brengt men-dus rietsuiker in den lichtenden
grond, dan gebeurt niets, maar wordt deze rietsuiker geinverteerd, door bijv. op de
lichtende rietsuikerhoudende gelatine wat biergist te brengen, die in groote hoeveel-
heid een rietsuikerinverteerend enzym afscheidt, dan ontstaat een sterk lichtver-
schijnsel, beantwoordende aan de verbranding der gevormde laevulose en glukose.

Belangwekkend is de volgende proef.

Laat men op den lichtenden grond naast elkander een lichtveld ontstaan door
glyce'rine en een tweede door glukose en plaatst over beide een dekglas, zoodat
de lucht is afgesloten, dan blijkt dat de dood door verstikking in het glycerineveld
veel eerder volgt dan in het glukoseveld, Dit hangt samen niet het feit, dat de glu-
kose een stof is, welke door de gewone lichtbacterién als gistingsmateriaal verwerkt
kan worden onder afsplitsing van koolzuur en waterstof, hetgeen niet het geval is
met de glycerine, en daardoor wordt het bewijs geleverd, dat de gistingsfunctie tot’
zekere hoogte in staat is de zuurstofademhaling te vervangen.

Van de proeven, welke met in voedingsvloeistoffen gekweekte lichtbacterién
kunnen genomen worden, werden de volgende vertoond.

Vooreerst de filtrageproef door filtreerpapier, waardoor de bacterién slechts voor
een klein deel teruggehouden worden, en door een goede bougie, welke een volko-
men duistere vloeistof laat doorloopen. Deze proef leert, ten eerste, dat de bacterién
fijner zijn dan de porién in filtreerpapier en grover dan de porién in een goede bougie,
en ten tweede, dat de lichtstof in overeenkomst met de theorie der photophbren,
niet als een afgescheiden stof buiten het bacteriénlichaam voorkomt, maar een inte-
greerend deel van het bacteriénlichaam zelve uitmaakt.

Tot een reeks van proeven geeft de uitsluiting of toetreding van de lucht in
een lichtende vloeistof aanleiding. Vult men een goed sluitende stopflesch met de
lichtende vloeistof geheel, dan treedt weldra volkomen duisternis in, Laat men nu
uit een pipet wat gewoon leidingwater onder in de flesch loopen, dan ziet men
opeens overal waar het leidingwater heenvloeit, een krachtige lichtontwikkeling,
tengevolge van de geringe hoeveelheid zuurstof, welke in het gewone leidingwater is
opgelost. Door den duur van het lichten en hetingebrachte watervolumen te meten,
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laat zich bij benadering de in het leidingwater opgeloste zuurstof kwantitatief
bepalen (3 2 4 cm3 per liter).

Waterstof-superoxyd wordt door de meeste cellen in water en vrije zuurstof ge-
splitst; zoo ook door de lichtbacterién. Mengt men een bacteriénkultuur met een drop-
pel waterstof-superoxyd, dan zal de vrijkomende zuurstof langdurig het lichten on-
‘derhouden. De proef wordt het best uitgevoerd door in twee lange naast elkander
geplaatste glasbuizen al of niet met waterstof-superoxyd gemengde lichtvloeistof op
te zuigen. De buis met het waterstof-superoxyd licht nog langen tijd voort nadat de
andere door zuurstofgebrek reeds duister is geworden.

De warmte is, evenals op alle andere levenusverschijnselen, van diepingrijpenden
invloed op de lichtfunctie. Vooreerst laat zich door eenvoudige proeven aantoonen,
dat het licht-optimum bij een uit de tropen afkomstige lichtbacterie bij omstreeks
2&° C. bij onze inheemsche soorten, bij c.a. 17° C. ligt. Verder blijkt dat ook het tem-
peratuur-maximum, dat wil zeggen de hoogste temperatuur, waarbij het lichten nog
mogelijk is, van deze twee groepen tamelijk ver uiteen ligt. Zoo wordt van twee rea-
geerbuizen, waarvan de eene de inlandsche, de andere de tropische lichtbacterie be-
vat, en die in een bekerglas met water van omstreeks 37° C. rond drijven, de buis
met de inlandsche soort na eenige minuten donker, terwijl het lichten van de tropische
doorgaat. Deze proefneming schijnt te bewijzen, dat de photophoren der twee ge-
noemde bacteriénsoorten verschillend moeten zijn.

Afkoeling is in staat de lichtfunctie te verzwakken, maar zelfs bij het vriespunt
verdwijnt het licht niet geheel; hierop berust de proef om in een koud makend meng-
sel een met lichtvloeistof gevulde reageerbuis te doen bevriezen. De gevormde ijs-
staaf blijft dan, al is het ook zwak, voortlichten.

Voor den invloed van zuren en alkalién is de levende stof in 't algemeen uiterst
gevoelig; zoo dus ook de photophoren. Voegt men aan een in een hoog standglas
gebrachte lichtkultuur zooveel zuur toe, dat het lichten ophoudt, dan keert, door
het zuur juist met alkali te neutraliseeren, de lichtkracht weder terug. Omgekeerd
zal een, door alkali juist duister gemaakte lichtvloeistof, door toevoeging der ®qui-
valente hoeveelheid zuur weder lichtend worden. Ook zal bij menging van door zuur
en alkali donker gemaakte lichtvloeistoffen het licht terugkeeren.

Concentratieverschillen zijn van grooten invloed op de lichtkracht. Brengt
men in 100 cm3 lichtvloeistof 30 gr. keukenzout, dan wordt de vloeistof plotseling
duister. Verdunt men nu met 900 cm3 leidingwater, zoodat een vloeistof ontstaat
van c.a. 3% keukenzoutgehalte, dan keert de lichtkracht geheel onverzwakt terug.

Deze proeven en eenige andere, welke niet konden genomen worden wegens
den begrensden tijd, zijn alle zeer eenvoudig en schijnen belangrijk genoeg om niet
alleen tot de Bacteriologische Laboratorién beperkt te blijven, maar ook in die La-
boratorién en colleges, waar de andere onderdeelen van de biologische wetenschap-

pen gedoceerd worden, in het onderwijsprogram te worden opgenomen.




De ontdekking van den stamvorm der
kultuurtarwe.

De Levende Natuur, Amsterdam, 16de Jaargang, 1912, blz. 49—55.

’

en der meest verrassende floristische ontdekkingen door het tegenwoordige

A4 geslacht beleefd, is ongetwijfeld die van de wilde tarwe in Palestina door A a-
ronsohn, datis van den wilden stamvorm waaruit naar alle waarschijnlijkheid
alle tegenwoordig bestaande betere kultuurtarwen ontstaan zijn, een ontdekking
die gedurende langen tijd als hoogst onwaarschijnlijk was beschouwd.

Voor het juiste begrip van de beteekenis van dit feit, moge
een kort overzicht van den vroegeren toestand der kennis
aangaande den oorsprong dezer kultuurplanten voorafgaan.

Door vergelijkende botanische onderzoekingen was men
tot het besluit gekomen, dat de zeer talrijke produktieve en
in den handel voorkomende tarwevariéteiten en rassen van
de geheele aarde tot de volgende zeven groepen of soorten
moeten gebracht worden:

Triticum wmonococcum, het éénkoorn; Triticum dicoccum,
de emmer of het tweekoorn; Triticum spelia, de spelt; Tri-
ticum durum, de glastarwe; Triticum polonicum, de Poolsche
tarwe; Triticum turgidum, de Egyptische tarwe; en Triticum
vulgare, de gewone tarwe. [

Hiervan was de eerste, die tot de minderwaardige kul- |
tuurplanten behoort, ook uit het wild bekend geworden. Deze 1
wilde plant (Fig. 1) is het eerst beschreven door den plantkun-
dige Lin k1) in 1834 die daaraan den naam gaf van Critho-
dium aegilopodioides en waarvan de latere synoniemen zijn:
Aegilops Crithodium Steudel, Triticum monococcum lasiorra-

chis Boissier, T. baeoticum Boiss., T. thaoudar Reuter, T.

nigrescens Pantschits, terwijl vindplaatsen daarvan be-
kend zijn in Griekenland, Klein-Azi¢, Turkije, Mesopotamig,

Tig. 1.
Syrié en Servié. De kultuur dezer plant moet reeds in de hooge Triticum monococe

oudheid bestaan hebben, want ontwijfelbare overblijfselen zijn cum lasiorrachis.
gevonden in de paalwoningen van Hongarije en Zwitserland.

De gewone kultuurvorm van het éénkoorn was het eerst beschreven door
Hieronymus Bock in 1539, afgebeeld door F u c hs in 1542 en met den tegenwoor-

1) Linnaea, Bd. 12, pag. 132, 1834.

‘— 80 —
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digen naam T. monococcum benoemd door Dodonaeus in 1566, welke naam
later door Linn a e us is overgenomen. De verschillen tusschen de in verschillende
streken gekultiveerde vormen zijn niet groot. Bij het ,,dubbele éénkoorn’’ is de korrel
p vorm wel is waar somtijds belangrijk verschillend van
dien van het enkele, maar dit moet dan toegeschreven
worden aan den mechanischien druk, die de twee in
elk bloempakje tot ontwikkeling komende korrels op
elkander uitoefenen, welke druk bij het ,enkele &én-
koorn’’ ontbreekt en meestal, tengevolge van het tot
ontwikkeling komen van slechts één korrel, eveneens
ontbreekt bij het , dubbele éénkoorn’’. Dat de kul-
tuurvormen, die tegenwoordig nog slechts in enkele
Balkanlanden gevonden worden en ook daar, als van
minder waarde, meer en meer beginnen te verdwijnen, .
werkelijk afstammen van het wilde éénkoorn, is nooit
door een botanist betwijfeld.

Aan den anderen kant was men tot de slotsom
gekomen, dat de zes andere bovengenoemde soorten
nauw met elkander moeten samenhangen en dat
daarvan T. dicoccum, de emmer of het tweekoorn,
ongetwijfeld de meest primitieve, dat is door de kul-
tuur de minst veranderde vorm moet wezen en waar-
schijnlijk moeten al de overige daaruit in den loop der

tijden ontstaan zijn. Ook was het gelukt vruchtbare
bastaarden waar te nemen tusschen 7. dicoccum en

Fig. 2.
TG o it WAL EC Ol s T. vulgare, wat zeker ten gunste der hypothese spreekt.
met behaard kaf. Daarbij kan aangenomen worden, dat T. durum en T.

spelta als de uit T. dicoccum direkt voortgekomen
variéteiten moeten worden opgevat, terwijl dan later uit de spelt de gewone tarwe,
uit T. durum T. turgidum zou zijn voortgekomen. De oorsprong van I'. polonicum
bleef in het duister.

De kans dat 7. dicoccum nog in het wild zou kunnen worden aangetroffen
werd als zeer gering beschouwd, en wellicht zou die vondst ook thans nog niet ge-
daan zijn indien niet een merkwaardige loop van omstandigheden daartoe aan-
leiding had gegeven. Deze bestond in het volgende.

In 1885 verscheen te Bonn het ,,Handbuch des Getreidebaues’ van Fr. Ko r-
nicke, wijlen hoogleeraar aldaar. Bij de voorbereiding tot het schrijven van dit
werk had Kérnicke in 1873 Weenen bezocht en in een herbarium van het Na-
tionalmuseum, verscholen in een gedroogde pol van de wilde gerst (Hordeum spon-
taneum), een aar gevonden, die bij nader onderzoek bleek een tarweaar te zijn en
te behooren tot een nog niet bekende variéteit. De wilde gerstplant zelve was in
1855 verzameld door Kotschy op den Noord-Westkant van den berg Hermon
in Palestina op 1300 m hoogte boven den zeespiegel, terwijl de wilde tarweplant,
die er naast moet hebben gestaan, blijkbaar door Ko tschy niet was opgemerkt.

Intusschen vergat Kornicke zijn ontdekking geheel en gaf in 1885 met
Werner zijn handboek uit ook zonder er toen om te denken, zoodat hij er blijk-

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften; Zesde Deel. 6
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baar de merkwaardigheid niet van had ingezien. In 1884 en 1886 verschenen in
het Nederl., Kruidkundig Archief twee opstellen van schrijver dezer regels over
de bastaarden tusschen 7. dicoccum en T. monococcum, die steeds bleken volkomen
steriel te zijn, in welke opstellen verder het vraagstuk van de afstamming van de
tarwe scherp geformuleerd werd. K &érnicke herinnerdé zich intusschen zijn
vondst te Weenen gedaan, kwam daarop nader terug!) en noemde de plant eerst
Triticum vulgare dicoccoides, welke naam hij later veranderde in 7'. dicoccum dicoc-
coides. Hoe belangrijk het vraagstuk hem toen voorkwam volgt uit het feit, dat
hij de Akademién van Wetenschappen te Weenen en Berlijn te vergeefs tot het
uitzenden van een expeditie trachtte te bewegen teneinde de plant terug te vinden.
Intusschen was de aandacht der geleerden op deze aangelegenheid gericht, waartoe
ook het verschijnen van Ascherson en Graebner’s Synopsis der Mit-
teleuropiischen Flora, Bd. 2, Abt. 1 in 1898, waarin op pag. 679 de door K o t-
schy verzamelde plant genoemd wordt, het zijne heeft bijgedragen.

Dit was de toestand waarin het tarwevraagstuk verkeerde, toen Aaron
Aaronsohn, tegenwoordig direkteur van het Joodsche Landbouw Proefstation
te Haifa in Palestina, door de Vereenigde Staten van Amerika gesticht, daarmede
bekend werd en een nauwkeurig lokaal onderzoek instelde 2). Bij gelegenheid van
een uitstap naar Boven Galilea, met het bepaalde doel om de wilde tarwe te zoeken,
wandelde hij op 18 Juni 1906 in een wijngaard van de Landbouwkolonie te Rosh
Pinar aan den voet van den berg Jebel Safed en vond daar op eocenen rotsgrond het
eerste exemplaar der gezochte plant in nummuliten-kalksteen. Hij beschrijft zijn
vondst in de volgende woorden: ,Plotseling bemerkte ik in een spleet van een rots
van nummuliten-kalksteen een alleenstaande plant, die op het eerste gezicht aan
een gerstplant deed denken, maar een tarweplant bleek te zijn, waarvan de rijpe
vruchtpakjes door den geringsten schok van de brooze spil afvielen. Ik kon nauwe-
lijks gelooven, dat dit inderdaad de plant was, waarnaar ik zocht. De ontwikkeling
van aar en korrel was zoo volkomen, en zoo zeer gelijkend op de vormen voortge-
bracht door de hedendaagsche kultuur, dat ik nauwelijks kon gelooven, dat dit hun
wilde stamvorm kon zijn, ofschoon erkend moet worden, dat de primitieve mensch
bij mindere volkomenheid daaraan geen aandacht zou hebben gegeven, of ten-
minste de kultuur der plant niet in die mate bevorderd zou hebben als hij in wer-
kelijkheid deed.”

Bij het verder uitstrekken van zijn onderzoek vond hij op allerlei onbebouwde
plaatsen langs wegen en in rotsspleten bij Rashieyya een groot aantal exemplaren,
en het meest verwonderlijke was het groote aantal vormen, die de plant vertoonde
(zie de figuren). De plant van Rosh Pinar bleef echter het mooiste excmplaar
en droeg naalden van ruim 15 cm lengte, terwijl de halmen 2 voet hoog waren.
De planten bij Rasheyya gevonden waren omstreeks ! m hoog. Neerdalend van
den top van den berg Hermon (9498 voet hoog) vond hij bij het kleine dorp Arni,
op de oostelijke helling ter hoogte van 5230 voet, onze plant weder in grooten over-

vloed. Soms waren de aren zwart, in andere gevallen wit alleen met zwarte naalden;

1) Verhandl. des Naturh. Vereins d. Preuss. Rheinlande, pag. 21, Bonn, 1889.
2) A, Aaronsohn, Rediscovery of wild emmer in Palestine and Syria, in Agri-
cultural and Botanical explorations in Palestine, pag. 42, Washington 1910.
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soms was het kaf ten deele zwart, soms was het kaf dicht behaard (fig. 2), in an-
dere gevallen geheel kaal (fig. 3 en 4). De tand aan het kelkkaf herinnerde in enkele
gevallen aan dien van T. durum of T. monococcum. Hij zegt
dan: , 1k had zoovele vormen gevonden, dat ik geen poging
deed die te determnineeren. Daaronder kwam zelfs voor T.

monococcum aegilopodioides, die ik volstrekt niet verwacht

had te zullen aantreffen. 1k bepaalde mij tot het verzame-
len der planten en het aanteekenen van hun habitat en as-
sociatie” 1). In 1907 en 1908 deed hij nieuwe omvangrijke
vondsten rondoni de Doode Zee. Op 28 Maart 2) 1908 werd
de plant aangetroffen te Wady Waleh tegelijk met vuur-

.. S e

steen-overblijfsels uit den steentijd,

in gezelschap van Hordeum sponta-

neum, die zoo regelmatig in de pol-

e ke g g

len der wilde tarwe grocit, dat A a-
ronsohn de wilde gerst de sa-
telliet van de ‘tarwe noemt. Verder
noemt hij als vindplaatsin het land
van Moab, op 17 April 1908, het
> . landschap tusschen Tell Nimrin in
% b de vallei van de Jordaan en Ain
P Hummar op het plateau van Es
Salt, en zegt, dat de verspreiding
ligt tusschen 325 voet beneden en
6300 boven den spiegel der Middel-

Fig. 3.
3 g ! s landsche Zee en dus tot aan den
T. dicoccum dicoccoi-
des op T. durum streek der alpenplanten. Hij ver-
gelijkend. moedt, dat de horizontale uitbrei-

ding belangrijk zal, blijken te zijn.
De vindplaatsen waren steeds op zonnige, schrale rotsgron-
den en met slechts een dunne bedekking van het gesteente

door grond, nooit op vruchtbaren bodem met rijken plan-

tengroei. De formatie van den bodem schijnt vrij onver- &
schillig; alleen op het senoon komt de plant niet voor. Fig. 4.
In de laatste jaren zijn ook kultuurproeven aan het 7. dicoccum dicoccoides,

landbouwinstituut te Bonn—Poppelsdorff gedaan: ,Van 36 op T. polonicum

bedden waren in 1909 35 in vrucht gekomen en eenige daar- gelijkend.

van hebben zwaardere en schoonere zaden voortgebracht dan welke ook van onze

kultuurtarwen.”’

1) Die Auffindung des wilden Emmers in Nordpalastina. Altneuland, Monatschrift
fiir die wissenschaftliche Erschliessung Palidstina’s, Berlin, July—Aug. 1906, No. 7—S8, pag.
213—220.

2) De ontkieming der zaden van de planten op 28 Maart bloeiend gevonden, moet in den
voorafgaanden herfst hebben plaats gehad, zoodat het wilde tweekoorn zich gedraagt als
onze wintergranen. In Maart uitgezaaid zal het echter bij ons als zomergewas kunnen
bloeien en fruktificeeren, maar niet in Syrié, waar het droge seizoen in April begint.
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~ Bedenkt men daarbij dat de plant bestand is tegen groote zomerhitte en een
zeer droog klimaat, dan is het zeker niet overdreven optimistisch om daarvan,
zooals Aaronsohn dit doet, zelfs uit een praktisch oogpunt groote verwach-
tingen te koegteren: ,De landen die grenzen aan de vindplaatsen van T. dicoccum
dicoccoides verdienen nauwkeurig verder onderzocht te worden. Wij behooren nauw-
keurig bekend te worden met de verspreiding der talrijke vormen, hun levensge-
schiedenis en hun bestuiving. Dit zal ons gelegenheid geven, nieuwe kultuurvormen
voort te brengen, waarvan de beteekenis thans nog onmogelijk overzien kan worden.
Zij die weten wat tegenwoordig gedaan wordt op het gebied der voortbrenging van
nieuwe rassen door selektie en kruising, zullen erkennen dat thans in de tarwekultuur
een revolutie mogelijk is geworden door het gebruik dezer wilde vormen. Ik geloof
dat de hoop gewettigd is, dat daardoor nieuwe rassen zhllen kunnen worden ver-
kregen, bestand tegen de droge klimaten van Algiers, Tunis, Syrié, Egypte, Turke-
stan en Amerika. ;

Gelukt het rassen voort te brengen die op deze zoo uitgestrekte territorién
slechts 1 bushel per acre meer opbrengen dan thans het geval is, dan zal de wereld-
produktie zeer belangrijk toegenomen zijn.

Daarom is de studie van de wilde typen der granen niet alleen van historisch
en botanisch belang; het is een vraagstuk van praktische, van economische, van
sociale beteekenis. Het geldt de voortbrenging van meer brood tegen een geringeren
prijs en op plaatsen waar dit tot nu toe onmogelijk was.”

Bedenkt men hierbij, dat reeds ifl het tweede jaar der proefneming te Pop-
pelsdorff, volgens de woorden van Aaronsohn, aren zijn verkregen ,met
zwaardere en schoonere zaden dan die onzer kultuurtarwen’, dan vraagt men
zich af of hier niet gezichtspunten zijn geopend, welke ook de aandacht van den
Nederlandschen landbouwer overwaard zijn. In elk geval zijn zij dit zeker uit het
oogpunt van wetenschappelijken landbouw en het ware te wenschen, dat ook aan
de Landbouwschool te Wageningen, proeven in deze richting genomen werden,
gelijk dit reeds sinds September 1907 aan de landbouwschool te Bonn geschiedt.

Het voorafgaande geeft nog tot de volgende beschouwingen aanleiding.

Daar het geheel tegen de verwachting der botanisten gebleken is, dat de em-
mer in het wild voorkomt in een ‘toestand, die niet zeer veel verschilt van éommige
kultuurvormen, rijst allereerst de vraag, of het wel zoo zeker is, dat de zes overige
kultuurtarwesoorten-inderdaad van het wilde tweekoorn afstammen, gelijk boven
is ondersteld. Zoude het bijvoorbeeld niet mogelijk zijn, dat de spelt ook thans nog
in het wild- voorkomt? Daarvoor bestaat zelfs een historische grond, want L a-
marck (Encyclopédie méthodique II, pag. 560, 1786) geeft inderdaad op, dat
dit het geval is en wel in Perzié. Ook Ascherson en Graebner sluitéen
zich bij die opvatting aan (Synopsis Bd. 11, pag. 676, 1898—1902).

Een der gronden, die ten gunste daarvan spreken is het feit, dat de korrels
bij de spelt in het kaf besloten blijven en de halm bij het dorschen in leden uit-
eenvalt, gelijk dit bij alle wilde granen het geval is, wilde emmer niet uitgezonderd.
Ware het mogelijk het bewijs te leveren, dat de mededeeling der Encyclopédie op
waarheid berust en de wilde spelt terug te vinden, dan zou dit ongetwijfeld van
niet minder belang zijn dan de ontdekking van de wilde eminer. De uitzending eener
botanische expeditie tot het opsporen dezer plant ware zeer gewenscht en een taak,
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die den staat, die daartoe overging, tot blijvende eer zou strekken. Zulk een expeditie
zou natuurlijk haar taak breeder kunnen opvatten en belangrijke bijdragen kunnen
leveren tot de nauwkeurige botanische exploratie van een klein gebied, waardoor ook
bij het niet bereiken van het hoofddoel, toch werk van blijvende waarde zou zijn ver-
richt.

1 Aan de mogelijkheid van het in het wild aanwezig zijn van bijzondere soorten,
waarvan T. {urgidum en T. durum zouden kunnen afstammen, behoeft niet ge-
dacht te worden, daar al de tot deze soorten behoorende variéteiten zonder twijfel
als afstammende van T. dicoccum dicoccoides kunnen worden beschouwd (vergelijk
fig. 2 en fig. 3).

Aaronsohn wijst er verder op, dat in het kelkkaf dezer soort in den wilden
toestand zulke groote verschillen in lengte en vorm bestaan, dat zelfs T. polonicum
die zoo zeer van alle andere tarwevormen afwijkt, zeer wel op zekere wilde vor-
men met lang kaf van T. dicoccum dicoccoides teruggebracht kan worden (vergelijk
fig. 4).

De andere beschouwing, waartoe de waarnemingen van Aaronsohn aan-
leiding geeft, is de volgende: Hij heeft op verschillende groeiplaatsen tusschenvormen
gevonden tusschen 1. monococcum lasiorrhachis en T. dicoccum dicoccoides, wat
ook al weder onverwacht was, want onder de kultuurvormen zijn zulke over-
gangen nooit waargenomen. Nu deze echter in het wild blijken voor te komen,
moet op de mogelijkheid gewezen worden beide laatstgenoemde soorten, bij een
ruime opvatting van het soortbegrip, tot een enkele soort terug te brengen. Op
zich zelve moge dit punt van ondergeschikt belang schijnen, feitelijk ligt daarin
echter de uitdrukking van groote verwantschap en deze kan den lateren onder-
zoeker aanleiding geven om kruisingen tusschen geschikte vormen van beide wilde
soorten te beproeven, die inderdaad beloven vruchtbare hybriden te kunnen geven.
Opgemerkt moet echter worden, dat tot nu toe de kruisingen van de kultuurvormen
van T. dicoccum en T. monococcum, door den schrijver dezer regels uitgevoerd, niet
anders dan geheel steriele bastaarden hebben opgeleverd, terwijl Vilmorin en
Tscherma k, die deze kruising eveneens beproefd hebben, zelfs in het geheel geen
bastaarden konden verkrijgen. Terwijl dus de kultuurvormen op het bestaan van een
duidelijk soortverschil tusschen T..monococcum en T. dicoccum wijzen, bestaat op
grond der morphologische vergelijking, zoodanige aanwijzing wat betreft de in het
wild voorkomende stamvormen van beide niet, en is er recht om aan te nemen, dat
T. dicoccum dicoccoides ook thans nog door variatie-processen in de vrije natuur uit
T. monococcum lasiorrhachis ontstaan kan.

Thans zijn, zoowel in Amerika als te Bonn, kruisingsproeven in gang tus-
schen de nieuw ontdekte wilde plant en verschillende edele kultuurtarwen, niet
de bedoeling nieuwe rassen voort te brengen, die geschikt zullen blijken voor woestijn-
kliniaten en tevens zullen bezitten de twee hoofdeigenschappen der veredelde ras-
sen, namelijk, dat de korrel bij het dorschen uit het kaf valt, en dat de centrale spil
van de aar niet bros is, maar het zoogenaamde fenax-kenmerk bezit. Alle meer pri-
mitieve kultuurtarwen zooals Triticum spelta, T. dicoccum en T. monococcum, evenals
hun wilde stamvormen T. dicoccum dicoccoides en T. monococcum lasiorrachis be-

zitten een zeer brooze aarspil, die tusschen de bloempakjes doorbreekt, en korrels
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die bij het dorschen in het kaf besloten blijven, waardoor bijzondere pelmolens noo-
dig zijn alvorens de korrels tot meel kunnen vermalen worden.

Ten slotte moge hier nog worden bijgevoegd, dat in mijn tuin te Delft een
twintigtal van in Maart gezaaide planten van T. dicoccum dicoccoides aanwezig
zijn, die beloven dezen zomer te zullen bloeien.

Delft, Mei 1911.
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Zelinsky, III. 106, 124.

Zettnow, IV. 103, 110,
V. 99.

Zollner, I11. 160.

120, 123, 124;

Zopf, W., 1. 333; V. 99.

M. W. Beijerinck, Verzamelde Geschriften, Zesde Deel. 7



: -:‘_i|:l"_':..l'|.l‘"'| ™ - | 1 A ”_-I'“ll 'j_'. I;.
v o / 1}

2 N b 'l

: :'nl |“] .1_'- P 4 - . = C “l I 1 I" Ll Itq

.-I-.'.-'-JI". ;:Eh“' sl — _,._.. ,"l 0l 41 _.'J'l rl

s =k -';_xlffu 4 i3, - —||- e B |||- ll
s ] LIS —am o § ""' 'l'l:

: _.'.:‘.:I:.' '=I-|;5.{.| d . ; { .I..'.-I.

-~ | . R
i1 . a P | 25
. :|: ..‘ :1| . - | — tJ-II IKIIII'L!J.

= = ¥ T:"-_J._i‘
| WEpr REE ".E_
|:
ar oy

r. : Iq I.I-l : 4] I.l:" 'I_..‘_r :ll!
'{lr?;l -':=-_":=' i 1 el Té. 4

.-r' i -_|'|_|r 4 n ‘FI-JI nl.l 1,“" _rﬁ

'MJ:_:- —tl "-" - .‘I i... ‘LI‘-'
1

. _ill—".:'..
) : AL ]
l:.':!J" r'f "
¥
|||+J. 1 .
24T - 1 - N
? -
.III.:qu._' L
&
'l 1 ‘- 1-'_
b A 1|"_ 1

At | s | . -ﬂ_f_
' -T"." e . N s - .F- .
el = ot B e - i h =

o T 'll Pl

.h_.l-_ iy - .'.{ _ - i_. ||- ‘ "y
."p-"-_ | I.""‘ |I|= .l'q ‘I-..

: - . - N 2 I 1‘

l..'lﬂli‘: o 2N 'I.”lll 'l""' ,1_1

e : : . . i :
-l “ ﬂ ! B - - s _f —— III‘I li_
‘l.lln. 3

o TR
- - ]
8 8 | i
i i o i iy
. e = S el
R Wi
. =
; I
] =
1
1



= Il. Index to Organisms

In this index the scientific names of all organisms are listed according to
the genera. The scientific names of bacteria, yeasts and gall-producing insects
are given according to the species names also. This has been done in view of the
frequent changes in nomenclature which have occurred during the long period
covering BEIJERINCK’s work. ;

From all synonyms used by BEIJERINCK one is chosen as principal name;
cross references are made upon this name. However, the synonyms, and the pages
where they occur, are listed as well. Vulgar names are only to be found in
the ,,Subject Index’”. Roman figures refer to the number of the Volume. Pages
marked with an asterisk refer to illustrations. Numbers printed in heavy type refer
to pages of special interest.

A aceti (Bacterium), (Acetobacter aceti), I11.
272, 275-278, 343.

abdominalis (Athalia), 1. 65. aceti (Termobacterium), I11. 272.

(bics, 1.-324. % aceti var. agile (Bacterium), 111. 277.

— pectinata, 1. 342. aceti var. zythi (Bacterium), I11. 277.

— pinsapo, IV. 232. Acetobacter, IV. 59.

Abietis (Chermes), 1. 38, 75*. — aceti, I11. 343, see also: Bacterium aceti.

Abutilon, I1I1. 309. s — melanogenum, V. 8, 9, 10, 218.

— striatum, 1. 342, — pasteurianum, V. 218, see also: Bacte-

— Thompsoni, 1. 342. T riwm pasteurianum.

— venosum, 1. 342. — rancens, III. 343; V. 218, see also:

— vextllarum, 1. 342. Bacterium rancens.

Acacia, 1. 126, 322, 346, 348, 349-355, | — xylinum, V. 236, 237, see also: Bacte-
356* ;. V-5-247! rium xylinum.

— arabica, 1. 346, 347. acetosum (Bacterium), II1. 272.

— catechu, 1. 346. Achillea, 1. 53.

— vera, 1. 346. — Millefolium, 1. 18, 53, 55, 56, 62, 76*.

— Verek, 1. 354. — moschata, 1. 45.

Acarina, 1. 30, 39, 45, 75*; V. 184, — Ptarmica, 1. 56.

Acarotalpa Tilie Am., 1. 46. Achyrantes, 1. 307.

wlicer; 1., 3\ acidi lactici (Streptococcus), V. 102, 129,

— campestre, 1. 41, 42. see also: Lactococcus lactis.

— Negundo, 1. 325; I11. 308. acidi urici (Bacillus), IV. 366; V. 277.

— platanoides, 1. 41. acidificans longissimus (Lactobacillus),IV.

— Pseudoplatanus, 1. 38, 41, 154, 181; 58, see also: Lactobacillus Delbriicki.
TN TS0V 59. Aconitum, I1V. 12,

aceriana (Grapholita), 1. 58. — japonicum, 1. 382.

Aceris (Aphis), 1. 38. acrophila (Cecidomyia), 1. 48.

Aceris (Bursifex), 1. 41. Acrostichum undulatum, 1. 102.

acetaethylica (Mycoderma), I1. 222, see | Actinastrum, VI. 64.
also: Saccharomyces sphaericus, Actinia, 11. 276.

acetaethylicus (Saccharomyces), III. 12, | Actinobacillus, V. 158, 182, 183, 184,
56, 131, 175, see also: Saccharomyces 189, 190. \
sphaericus. — oligocarbophilus, V. 133, 182, 183,

aceti (Acetobacter), III. 343, see also: | 186, 187, 189, 190, 191, 268, see also:
Bacterium aceti. | - Bacillus oligocarbophilus.

— g9, Wi



Actinobacillus

100

Actinobactllus oligotrophus, V. 133.

— paulotrophus, V. 182, 183, 187, 189,
190, 191, see also: Actinomyces paulo-
trophus.

Actinococcus, V. 157, 158, 159, 182,

— cyaneus, V. 159*, see also: Micrococ-
cus cyaneus.

Actinomyces, 11. 322; IV. 14; V. 111-116,
152, 157, 158, 159, 190, 280; VI. 64,

— annulatus, V. 27, 86, 88*, 144,

— bovis Harz—Bostrom, V. 157.

— cellulosae Kry., V. 182.

— chromogenes Gasperini (Streptothrix
chromogena), IV. 13-23, 91; V. 9, 157,
159.

— coelicoloy (Bacterium coelicolor, Strepto-
thrix coelicolor), V. 152, 156, 159.

— diastaticus Kry., V. 182.

— griseus Kry., V. 182.

— paulotrophus (Actinobacillus paulotro-
phus, Streptothriz paulotrophus), V.
181, 182, 183, 187, 189, 190, 191.

— ruber Krainsky, V. 182.

— tyrosinaticus, V. 188.

Actinomycetes V. 133,-152, 153, 157, 158,
182, 184, 190.

Aculeata, 1. 146; VI. 54.

Adiantum caudatum, 1. 102.

adleri (Andricus), IV. 136.

Adoxa moschatellina, 1. 13.

Aecidiomycetes, 1. 14.

Aecidium Berberidis, 1. 15.

— elatinum, 1. 342.

— Euphorbiae, 1. 342.

— Euphorbiae cyparissiae, 1. 15.

— Euphorbiae hypericifoliae, 1. 15.

— Thesii Desor, 1. 14.

Aegilops, 1. 406, 424, 425.

— Aucheri, 1. 425.

— bicornis, 1. 425. .

— Crithodiuwm Steud., I. 421; VI. 80.

~— cylindrica, 1. 425. 426.

— mutica, 1. 425.

— ovata, 1. 424, 425; 111. 129, 151.

— speltaeformis, 1. 406, 407, 425, 426.

— squarvosa, 1. 425, 426.

— ventricosa, 1. 424, 425*, 426.

Aegopodium podagraria, 1. 13, 51.

aenea (Lauxania), 1. 60.

Aerobacter, 111. 344, 345, 346, 347, 350;
IV.. 24, 28-37, 55, 62, 112, 143, 146,
152, 159, 217, 284, 321; V..6.

— aevogenes (Bacillus lactis aerogenes,
Bacterium aevcgenes, Bactevium lactis
aevogenes), 11.-152; TI1. 74,320, 346;

LV, 24, 2732829, 80z 825 843368
36, 101, 139, 140, 144, 146, 150, 158,
160, 161,165, 1665169 517 QP17 2 TINS5
175, 198, 199, 217, 283, 289, 295, 296,
321; V. 3, 6,34, 95, 103, 104, 108, 158,
218, 260, 269, 278; VI. 13.

Aerobacter coli, 111. 346; 1V. 30, 31, 33,
35, 36, 62, 146, 217, 283; V. 3, see also:
Bacterium coli.

—coli var, commune Escherich, I11. 346;
IV. 30, 31, 32, 34, 36, see also: Bacte-
rium coli commune.

—coli var. infusionum, 1V. 29, 31, 32,
34, 53, 101.

— infusionum, IV, 32,

— liquefaciens, 1II. 346; IV. 29, 32;
VI8t
— viscosus (Bacillus viscosus), IV. 31,

32; V. 82, 103, 109, 218, 219, 256, 269.

aerogenes (Aervobacter), (Bacillus lactis ae-
rogenes, Bacterium aevogenes, Bacterium
lactis aerogenes), 11. 152; II1. 74, 320,
346; 1V. 24, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34,
35, 36, 101, 139, 140, 144, 146, 150,
158, 160, 161, 1653166, 169, 1708172
173, 175, 198,. 199, 217, 283, 289, 298,
296, 321; V. 3, 6, 34, 95, 103, 104, 108,
158, 218,260, 269, 278; VI. 13.

aerogenes (Bacterium), 111. 320; IV. 289,
296, 321; V. 34, 95,103, 158, 218,269,
278; VI. 13, see .also: Aerobacter aevo-
genes. .

Aesculus, 1. 3. .

— Hippocastanum, 1. 43, 49.

aestivalis (Andricus), IV. 136.

aestivum (A pion), 1. 60.

aestuarii (Micvospiva), IV. 199, 200, 201,
210, 243.

affinis (Cleopus), I1. 6.

agama (Dryophanta), 1. 7, 28, 70, 157.

Agaricus, 1. 310.

Ageratum, 1. 307.

agglomerans (Bacillus), 11. 167, see also:
Bacillus herbicola.

agglutinans (Lactococcus), IV. 316, 317,
318, 319, 320,. 322.

agglutinans (Leuconostoc), IV. 316, see
also:" Lactococcus agglutinans.

agilis (Azotobacter), IV. 120-123, 124*,
299 V. 955" 242 RViTNDZt

Agrilus, 1. 6, 57.

Agromyza, 11. 5. :

— Pistaciae Curt., 1. 56.

— Schineri. Gir., 1. 62.

Agrostidis (Anguillula), 1. 18.
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Agrostis canina, 1. 18,

— laxiflora, 1. 386.

— stolonifera, 1. 392.

agrostis (Cecidomyia), 1. 386.

Ailanthus glandulosa, 1. 384.

_Ajuga genevensis, 1. 384.

alba (Streptothvix), IV. 14, 15, 17, 304.

alba (Tetraneura), 1. 36.

albipennis (Cecidomyia), 1. 48.

albipes (Cynips), 1. 147, 149, 156, 160,
182, 185, 197, 199, 251; II. 134, see
also: Spathegaster albipes.

albipes (Spathegaster), (Cynips albipes), 1.
24, 70,, 72) 78%,. 147, '149,5156,.156,
160,182,185, 197, 199, 251; II. 134.

albopunctata (Aphilothrix), 1. 74, 147,
ISP RIO8-8228, 235, 237;.27.1.

Aleurodes, 1. 41. .

Algae, 1. 11, 12, 324; II1. 1, 293; I11. 21—
255 SBNM 020 158 -3 IVI\ 477 1180, 175,
184, 379; V. 15, 29, 61, 86, 134, 288.

Alisma plantago, 1. 5.

alismae (Lasioplera) 1. 5.

Alliaria, 1. 382.

— officinalis, 1. 382.

allii (Tylenchus), 1. 284, 287, 289.

Allium cepa, 1. 285.

Allopecurus, 1. 401.

Alni (Psylla), 1. 36.

Alnus, 1. 3, 42; \{I. 58.

— glutinosa, 1. 36, 42; IV, 16.

— tncana, 1. 42.

— pubescens, 1. 42.

— viridis, 1. 42.

Althaea officinalis, 1V. 32.

Alucita dodecadactyla Zell., 1. 63.

Alucita grammatodactyla Zell., 1. 63.

Alyssi (Gymnetron), 1. 62; II. 5.

Alyssum incanum, 1. 45.

Amarantaceae, 111. 152,

Amaryllidaceae, 1. 103.

ambigua (Cynips), IV. 137.

amblycera (Cynips), 1. 73, 237; IV. 137.

amenticola (Aphis), 1. 32, 38.

amenticola (Teras), 1. 19, 24, 155, 158.

Amoeba, 111. 46, 158, 189, 192, 193-197;
VSN2 S8 43 VR 111 9,41 23, 139, 166,
167, 183. :

— coli Loesch, II1. 192.

— nana, V. 184.

— nitrophila, II1. 189-192, 197*, 198%,
255; V. 184.

— zymophila, 111..189, 192-197*, 198%,
255, 256.

Amsonia salicifolia, 111. 343.

Amygdalaceae, 1. 321, 322, 329, 330, 331,
333, 335, 337, 341, 342, 343, 344, 345,
347, 348, 353; IV. 12, 267, 270, 271,
2SN 2TE RTINS L ISVEN6 8, L6 R1172)
176. .

amygdalearum Lév. (Clasterosporium), V.
172.

amygdalearum Sacc.(Clasterosporium), IV.
2617.

Amygdalus amygdalo-persica, 1. 325; 1V,
268; V. 168.

— communis, V. 168.

— communis var. amygdalo—persica, V.
168.

— pevsicoides, V. 168.

ety lobagler SNk 1222318277, VIL, 3.

— butylicum, V. 277, see also: Granulo-
bacter butylicum. .

— pectinovorum, V. 277, see also: Granu-
lobacter pectinovorum.

— saccharobutyricum, NV .127,242% 277, see

. also: Granulobacter saccharobutyricum.

Amylobacter (Bacillus), 11. 152, 209, 279;
111. 66, 67, 90, 94, see also: Granulo-
bacter sacchavobutyricum.

Amylomyces rouxii, 111, 343.

Anabaena, 11. 314; IV. 106, 107, 108,
1258126, 128, 32671327, 328;, 329,:331;
Newl'36; 122,95

— catenula, IV. 106, 118.

Anchusa officinalis, 1. 55.

Andricus, 111, 199, 215, 220.

— autumnalis (Aphilothrix autumnalis),
I. 134, 135, 141, 155, 157, 160; 161;
L8230 198 §222!

— burgundus Givaud, I11. 201, 214, 215,
265020\ 7, 220,222 232% » TNT186,1'137;
138.

— cerri, 111. 199, 201, 202, 203, 213-217,
218, 220-225, 226, 231*, 232*; 1V. 133,
134.

— circulans Mayr, ITI. 199-231%, 232%;
IV. 133, 134, 135, 136, 137, 138.

— cirvatus Adler, I. 155.

— crispator, 1. 7, 73; IV. 136.

— cryptobius, 111. 219,

— curvator Hartig (Spathegaster curvator),
1. 7, 24, 69, 74, 80%, 138, 141, 147,
155, 156, 157, 161, 185, 196, 197,
199, 251, 263; 111. 206.

— cydoniae, 1. 74.

— gemmae, 1. 11, 21, 29, 46, 74, 75*, 136,
140, 147, 161, 182, 185, 193, 222, 223,
247; III. 207.

— gemmatus Adler, 1. 155.
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Andricus grossulariae (Spathegaster grvos- | Anthurium longifolium, 1. 372.
sulariae) 1. 7, 73; IV. 136. : Anthyllis Vulneraria, 11. 166.
— inflator. Hartig, .1. 74, 132, 147, 155, | Antirrhinum majus, 1. 376.
161,182, 185. — Qrontium, 1. 376.
— multiplicatus, 1. 74; IV. 136. Aphidae, 1. 30, 267.
— noduli Hartig (Cynips noduli), 1. 141, | Aphilothrix, 1. 235; IV. 137.
154, ;155, 158, 238,270, 11135 — albopunctata, 1. 74, 147, 150, 193,

— nudus Adler, 1.
AN, D&Y 274
— pilosus Adler, 1. 155, 222, 223, 235,

2388 JNIS2 (IINe2)113.

—ramuli L., 1. 19, 24, 155, 158.

— Schlechtendali, 1. 73; I1II. 213, 214.

— Serotina, 1. 142, 158; III. 227..

— singularis, 1. 74.

— terminalis, 1. 21, 29, 64, 66, 74, 77*,
172; VI. 50, see also: Biorhiza termai-
nalis.

— testaceipes Hartig, 1. 154, 155, 270.

— urnaeformis, 1. 28.

Andricusler teyminalis, 1. 7.

Andropogon Sovghum, II1. 151,

Aneimia dvegeana, 1. 102.

Anemone japonica, 1. 382.

— sylvestris, 1. 382.

Anemones (Synchitrium), 1. 13.

Amngelica archangelica, 11. 139.

— sylvestris, 11. 139.

anglomevans (Bacillus), 111. 307, 312%;
1V. 274, 275, see also: Bacillus herbicola.

Angraecum, IV, 263.

Anguillula, 1. 17, 44.

— aceti, 11. 1309.

— Agrostidis Steinb., 1. 18.

— devastatriz, 11. 139, see also: Tylen-
chus devastatrix.

— Millefolii F. Low, 1. 18.°

— Phalaridis Steinb., 1. 18.

— vadicicola Greef, 1. 18, see also: Hete-
vodeva vadicicola.

— Tritici Roffredi, T. 17.

Anguillulae, 1. 30.

Annelides, 1. 295; 1I. 276; V. 201, 251.

annulatus (Actinomyces), V. 27, 86, 88%,
144,

annulatus (Streptothrix), V. 27, 88*,

annulipes (Cecidomyia), 1. 4, 47, 50,
75%8 26385

anomalum (Synchitrium), 1. 13.

anomalus (Sacchavomyces), 111. 174, 176,
178.

Anthemis, 1. 56.

Anthoxantum, 1. 401.

anthracis (Bacillus), 1. 328; I11. 343.

Anthrisci (Aphis), . 1. 34.

1558228 201,

2281235, 2287, %A%

— autumnalis Hartig, I.
Andricus autumnalis.
— callidoma Hartig, 1. 7, 73, 80*, 147,

1155,51182"

— collaris Hartig, 1. 141, 147, 155, 161,
1199, 527.1%

=3 corticts Al LORZOIN] A788] 55

— gemmae L., 1. 73, 132, 136,- 138, 155,
235. .

— glandulae, 1. 73, 74, 134, 140,
II1. 206.

— globuli Hartig, 1. 28, 29, 73, 74, 132,
134, 135, 1413147, 4554157, 16 1§NIEGES
247, 271.

— lucida, 1. 19, 74, 158.

— malpighii Adler (Neuroterus malpighii)
I.-147, 155, 182,-190, 194 22288827l
I #2005

— marginalis (Cynips marginalis), 1. 70,
150, 237.

— quadrilineata, 1. 150, 237.

— radicis F., 1. 29, 63, 69, 70, 135, 137,
141, * 147, 454,2 '1655 167, 558 S WiE1E
238, 245; VI. 49-57*, 58. .

— vhizomae, 1. 70, 159.

— seminationis, 1. 150, 237.

— Sieboldi Hartig, 1.7, 70, 147, 154,
155,-157, 1158, 1595 1611, 5212 924’5 -Nlls
22228

— solitaria, 1. 73, 74, 235, 270; 1II1. 206.

Aphis Aceris F., 1. 38.

— amenticola Kltb., 1. 32, 38.

— Awnthrisci Kltb., I. 34..

— Brassicae, 1. 35.

— chinensis Doubleday, I. 22, 36.

— Crataegi Kltb., 1. 34.

— Cucubali Pass., 1. 37.

— Evonymi Scop. (F.), 1. 34.

—.gallarum Kltb., I. 36.

— Geranii Kltb., 1. 34.

— Grossulariae Kltb., 1. 37.

— Hieracii Kltb., 1. 34.

— Mali F., 1. 34.

— Nepetae Kltb., 1. 34.

— Persicae Fonsc., 1..36.

— Pruni F., 1. 34.

— Pruni Koch, 1. 34.

155, see also:

182;
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Aphis prunicola Kitb., 1. 34.

— Pyri Koch, 1. 34.

— nibicola Kitb., 1. 37.

— Ribis L., 1. 33, 36.

— Sorbi Kltb., I. 34.

_—witellinae Schrk., 1. 36.

— Xpyloster Schrk., 1. 32, 38.

Aphrophora spumaria L., 1. 35; II. 5.

apiculatus (Saccharomyces), 1I1. 55, 56,
ISIENIS2N 38134 7135 ¥ 1785, 192; 193,
194, 195, 196, 197, 198*,265, 259, 291,
320, 345; TV. 232, 286, 319, 330, 369;
V. 166, 240, 260.

Apion aestivum Schk., 1. 60.

— assimile Kirby, I. 60.

— atomarium, 1. 60.

— brassicae F., 1. 63.

— elongatum, 1. 60.

Fagi L., 1. 60.

— frumentarium Hrbst., 1. 63.

— humile Germ., 1. 63.

— minimum Kirby, I. 63.

— polylineatus ‘F., 1. 60.

— salicivorus Schon., 1. 63.

— Schmidtii Mill., 1. 60.

— sulcifrons Germ., 1. 62.

— Trifolii L., 1. 60.

— varipes Germ., 1. 60.

Apophyllus, 1. 174.

aprilinus (Spathegaster), 1. 7, 72, 79%,
132, 156, 185, 235, 270..

apteva (Biovhiza), 1. 70, 145, 146, 147,
I RSN ARIE 58 157,169, 161, 174,
755817 SRRIIGBRRISAL187,91 92, 209, 212,
245, 268, 273*, 274*.

Avraliaceae, 11. 284.

Avaucaria, 11. 284,

argentea (Cynips), 1. 28, 147, 150, 157,
IS8 (187287 FEEI V207 12275 'YV . 137.

argyrosticta (Lasioptera), 1. 57.

Avries (Cynips), 1. 73; IV. 137.

Aristolochia, 1. 375.

— Clematitis, 1. 375.

— sipho, 1. 306.

Avroideae, 1. 103, 372.

avomatica (Pseudomonas), V. 3-9.

aromatica var. quercito-pyrogallica (Pseu-
domonas), V. 5.

aromaticus lactis (Bacillus), V. 4.

Avrtemisia Absynthium, 1. 58.

— campestris, 1. 52, 62, 63.

— vulgaris, 1. 36, 49.

Artemisiae (Cecidomyia), 1. 52.

Arthropoda, 1. 11, 296; II. 5.

arundinis (Lasioptera), 1. 59.

Avrytaena cornicola Schrad., I. 35.

Asarum, IV. 12.

Asclepias procera L., 1. 20.

— salicifolia, 111, 343.

Ascococcus, V. 53, see also: Bacillus her-
bicola.

— Billrothii, V. 52, see also: Bacillus
herbicola. -

Asparagus, 1. 5.

— officinalis, 1. 51.

Aspergillus, III. 153, 270; V. 273.

— niger, I111. 56, 261, 343; IV. 328, 329;
V. 233.

— oryzae, 111, 343.

Asperula cynanchica, 1. 45.

— odorata, 111. 34; TV. 12.

Asphondylia Ononidis Lw., 1. 50, 70.

— Verbasci Vallot, 1. 51.

Aspidium aculeatum, 1. 102.

— cicutarium, 1. 101.

— fadyent, 1. 102.

— Filix mas, 1V. 15.

— proliferum, 1. 102.

— refractum, 1. 101.

— veptans, 1. 101.

— vhizophyllum, 1. 102.

— vestitum, 1. 102.

Asplenium belangeri, 1. 102.

— bifidum, 1. 102.

— brachypteron, 1. 101.

— bulbiferum, 1. 102, 107.

— celtidifolium, 1. 102.

— compressum, 1. 102

— flabellatum, 1. 102.

— flabellifolium, 1. 102.

— gemmiferum, 1. 101.

— nodosum, 1. 102.

— odontites, 1. 102.

— plantagineum, 1. 101.

— proliferum, 1. 102.

— viviparum, 1. 102.

asporus (Schizosaccharomyces), 111. 257,
265.

assimile (A pion), 1. 60.

Astasia sanguinea, 11. 228, 294.

asteroides (Bacterium), IV. 93.

asterosporus (Bacillus), V. 108; VL. 9,
15, see also: Bacillus polymyxa.

Astragalus, 1. 15, 355.

— austriacus, 1. 48, 60.

— chalaranthus, 1. 15.

— cicer, 1. 48.

— flovulentus, 1. 15.

— glyciphyllus, 1. 48.

— gummifer, 1. 355.
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Astragalus leiocladus, 1. 15.

— myriacanthus, 1. 15.

— vhodosemius, 1. 15.

Astrantia minor, 1. 413.

Athalia abdominalis St. Fargeau, I. 65.

Athevurus ternatus, 1. 103.

atomarium (Apion), 1. 60.

attenuatum (Ceratoneon), 1. 39, 42, 70.

Aucuba, 1. 119.

Aucuba japonica, 1. 115.

augustatus (Nematus), 1. 65.

Aulax, 1. 162, 164, 165, 256, 267; III.
203; | 22Z:4223"

— brandtii, 1. 253.

— Glechomae, 1. 29, 132.

— Hieracit, 1. 71, 132, 135, 139, 147,
149, 157, 159, 161-172, 185, 214, 255,
2605 262,326 6, 82699272 ERI27 3 %"

— Sabaudi Hartig, 1. 164.

auveum (Synchitrium), 1. 13; 11. 2.

autumnalis(Andricus),(Aphilothrix autum-
nalis), 1. 134, 135, 141, 155, 157,
160, 161, 182, 193, 222.

autumnalis (Aphilothrix), 1. 155, see also:
Andricus autumnalis.

Avena, 1. 403.

— flavescens, 1. 392.

Azalea, 1. 412.

—tndica, IV. 17.

— mollis, IV. 17.

Azolla, I. 11; 11, 1, 314.

Azotobacter (Pavachromatium), IV. 110,
112, 1493,5 "ME- SIS 123 W 24%4 195,
257*, 258, 259, 260, 298-305, 377,

383; V. 90, 95, 99, 122, 152, 180, 231,
232, 266, 267; V1. 3-8, 21-28.

— agilis, IV, 120-123, 124*, 299; V. 95,
242% VI, .22;

— chroococcum, 1V, 110, 111-122, 124%*,
139-142-180, 257*%,266*, 299; V. 94,
95, 97, 99, 242*; VI. 3-8, 22, 23.

— spirillum, V. 95; VI. 21-28, see also:
Spirillum lipoferum.

— wnlandi, IV. 299; V. 95; VI. 27.

B

baccarum (Cynips), 1. 188; I1. 134, see
also: Neuroterus baccarum.

baccarum (Neuroterus), (Cynips baccarum,
Spathegaster baccarum), 1. 7, 19, 69,
74, 132, 147, 152, 153, 154, 155,156,
160, 163, 182, 183, 185, 188-201, 205,
213, 214, 222, 223, 228, 251, 261, 263,
275%; I1. 134.

baccarum (Spathegaster), 1. 7, 19, 69,
74, “132, 152, 153554 L1155, "1:88 = 1965
263, see also: Neuroterus baccarum.

Bacillavieae, I1V. 240.

Bacillus, 11. 167; 1V. 28, 55, 87.

— No. 41 Cohn, V. 4.

— acidi uvici, IV. 366; V. 277.

— agglomerans, 11. 167, see also: Bacillus
herbicola.

— Amylobacter, II. 152, 209, 279; III.
66, 67, 90, 94, see also: Granulobacter
saccharobutyricum.

— anglomerans Beijerinck; I11. 307, 312*;
1V. 274, 275.

— anthracis, 1. 328; 111, 343.

— avomalicus lactis Grimmer, V. 4.

— astevosporus A. Meyer, V. 108; VI.
9, 15, see also: Bacillus polymyxa.

— Bevoliniensis, V. 38.

— butylicus Fitz, III. 63, 67, see also:
Granulobacter butylicum.

— butyri aromafaciens Keith, V. 4.

— caerwleus, IV. 17.

— calcoaceticus, V. 218, see also: Bacte-
rvium calcoaceticum. .

— causasteus, 1I. 212, 213%, 215, 1216,
218, 221, see also: Lactobacillus cau-
casicus.

— Chauveaut, 111, 317.

— coli communis, 111, 343, see also: Bac-
tevium coli commune.

— crassus avomalicus Tataroff, V. 4.

© — cyaneo-fuscus, 11. 327-358%*.

— cyaneus, 111, 343, see also: Micrococ-
cus cyaneus.

— cyanogenus, 11. 333, 339, 351; III. 32,
38, 245, 343; IV. 197; V. 95.

—danicus, V. 268.

— degenerans, V. 55, see also: Photo-
bacter degenervans.

— delbriicki, IV. 67, see also: Lactoba-
ctllus Delbriicki.

" — desulfuricans, IV. 35.

— devorans, V. 218.

— diastaticus, 111. 343.

— emphysematos, 111. 317.

— emulsionis, IV. 341; V. 94, 97, 98,
110%, 239*, 242*,

— estevificans Maassen, V. 4.

— ferrugineus, IV. 254.

— Fischeri, V. 55, see also: Photobactey
Fischeri.

— fluovescens, 11, 167, 185; IV. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>